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  Zusammenfassung 
1 Zusammenfassung 
CpG-reiche DNA, insbesondere bakterielle DNA, stellt durch die Aktivierung von Toll-like Rezeptor 9 
(TLR9) einen Stimulus für das angeborene Immunsystem dar. Dieser Stimulus kann durch 
synthetische Oligodesoxynukleotide (ODN), welche ein zentrales CpG-Motiv beinhalten (CpG-ODN), 
nachgestellt werden. Die strukturellen Einzelheiten der CpG-Erkennung sind jedoch weitestgehend 
unbekannt.  Es wurde gezeigt, dass stimulative CpG-ODN nützlich sind, um Immunantworten bei 
Allergien, Infektionen und Krebs zu beeinflussen. Kürzlich wurde berichtet, dass die Stimulation von 
TLR9 durch endogene DNA zur Pathogenese von Autoimmunkrankheiten beitragen könnte. In dieser 
Arbeit wurden die funktionellen und strukturellen Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor 
genauer analysiert. Hierzu wurden Mutationsstudien in der TLR9- Extrazellulärdomäne (ECD) und die 
Analyse strukturell modifizierter ODN durchgeführt.  
Die ECD von TLR9, welche die Ligandenbindung vermittelt, besteht aus 25 Leucin-rich repeat (LRR)- 
Motiven. Fünf der LRRs tragen Insertionen, welche nicht mit dem LRR-Konsensus-Motiv 
übereinstimmen.  Hier wurde gezeigt, dass die funktionelle Integrität der TLR9-ECD durch die Deletion 
einzelner LRR-Motive zerstört wird. Durch Deletion der inserierenden Sequenzen selbst konnte 
beobachtet werden, dass LRR2, LRR5 und LRR8 zur Rezeptoraktivierung durch CpG-ODN beitragen. 
Diese Deletionen zeigten keinen Einfluss auf die Rezeptordimerisierung, inhibierten jedoch die 
Bindung von CpG-DNA. Darüber hinaus wurde die Bedeutung eines Nukleinsäure bindenden Motivs 
innerhalb der Insertion von LRR8 bestätigt. Basierend auf einem Homologiemodell wurde ein positiv 
geladener Bereich im N-Terminus identifiziert, welcher für die CpG-induzierte TLR9-Aktivierung 
ebenfalls essentiell ist. Diese Interaktionen entsprechen Befunden, welche für die strukturelle 
Erkennung von doppelsträngiger RNA durch TLR3 erhoben wurden, und deuten somit auf ein 
generelles Prinzip der Nukleinsäureerkennung durch TLRs hin.  
Durch die Analyse von modifizierten, synthetischen Phosphodiester CpG-ODN konnte gezeigt 
werden, dass CpG-ODN höchstwahrscheinlich in partiell doppelsträngiger Konformation, die aufgrund 
der Ausbildung intermolekularer Duplexstrukturen vorliegt, erkannt werden. Strukturen, die eine 
intramolekulare Duplexbildung förderten, inhibierten die CpG-Aktivität nicht. Des Weiteren wurde 
gezeigt, dass multimerisierende ODN, welche eine 5’-Aminomodifikation enthielten, zu einer starken 
Interleukin 6-Induktion in humanen Immunzellen führten.  
Zusätzlich wurde ein suppressives Guanosin-reiches ODN (G-ODN) identifiziert, welches die 
Aktivierung von TLR9 durch stimulative CpG-ODN inhibierte. Das G-ODN war in vitro sowohl in 
Makrophagen und Dendritischen Zellen als auch in humanen plasmazytoiden Dendritischen Zellen  
suppressiv. G-ODN inhibierte die Sekretion von Tumor-Nekrosefaktor α und Interleukin 12p40 und 
beeinträchtigte die Hochregulation von Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) Klasse II und von 
kostimulatorischen Molekülen. G-ODN wirkte auch bei einem molaren Verhältnis von 1:10 
(G-ODN:CpG-ODN) und noch bei Zugabe sieben Stunden nach der CpG-ODN-Stimulation 
inhibitorisch. G-ODN inhibierte spezifisch TLR9, jedoch keine anderen TLRs. Die Hemmung war von 
fünf Guanosinen in Folge abhängig und beeinträchtigte das proximale TLR9-Signal. Eine Wirkung von 
G-ODN auf die Aufnahme konnte ausgeschlossen werden. Somit repräsentiert G-ODN eine Klasse 
von suppressiven ODN, welche in Situationen pathologischer TLR9-Aktivierung, wie es für einige 
Autoimmunkrankheiten vorgeschlagen wurde, von therapeutischem Nutzen sein könnte.  
   1 
  Summary 
1 Summary 
CpG-rich DNA (CpG-DNA), especially bacterial DNA, provides a stimulus for the innate immune 
system by activating Toll-like receptor 9 (TLR9). This stimulus can be mimicked by synthetic 
oligodeoxynucleotides (ODN) containing a central CpG-motif (CpG-ODN) but the structural details of 
CpG-DNA recognition by TLR9 are still mostly unknown. Stimulatory CpG-ODN have been shown to 
be valuable in modifying immune responses in allergy, infection and cancer. Recently, it was reported 
that stimulation of TLR9 by endogenous DNA might contribute to the pathogenesis of autoimmune 
diseases. Within this work the functional and structural interplay between ligand and receptor was 
analysed in detail. Therefore, mutational studies of the TLR9-ectodomain and testing of structurally 
modified ODN were performed.  
Being responsible for ligand binding, the extracellular domain (ECD) of TLR9 is composed of 
25 leucine-rich repeat (LRR) motifs. Five of the LRRs bear inserting sequences that do not conform to 
the LRR consensus motif. Here it is shown that the functional integrity of the ECD of TLR9 is lost by 
deletion of individual LRR motifs. When deleting only the inserting sequences it was observed that 
LRR2, LRR5 and LRR8 contribute to receptor activation by CpG-DNA. These deletions did not affect 
receptor dimerization but inhibited CpG-DNA binding. Furthermore, the importance of a nucleic-acid 
binding motif within the insertion of LRR8 was confirmed. Based on a homology modeling approach a 
positively charged region in the N-terminus that is essential for CpG-DNA-induced TLR9 activation 
was identified additionally. This interaction site mirrors findings previously shown for the structural 
recognition of double-stranded RNA by TLR3. 
By testing modified synthetic phosphodiester CpG-ODN it could be shown that CpG-ODN are most 
probably recognized in a partially double-stranded conformation that occurs due to intermolecular 
duplex formation. Structures that favored intramolecular duplex formation did not inhibit CpG-ODN 
activity. Furthermore, probably multimerising CpG-PO-ODN containing 5’-amino modification were 
shown to be a strong inducer of interleukin-6 in human immune cells. In addition a suppressive, 
guanosine-rich ODN (G-ODN) was identified that inhibited the activation of TLR9 by stimulatory 
CpG-ODN. G-ODN was suppressive in murine macrophages and dendritic cells as well as in human 
plasmacytoid dendritic cells in vitro. G-ODN blocked the secretion of tumor necrosis factor α (TNFα) 
and interleukin-12p40 and interfered with the upregulation of major histocompatibility complex (MHC) 
class II and costimulatory molecules. G-ODN was inhibitory even at a molar ratio of 1:10 (G-
ODN:CpG-ODN) and when administered up to 7 h after stimulation with CpG-ODN. G-ODN 
specifically inhibited TLR9 but not other TLRs. Inhibition was dependent on a string of five guanosines 
and interfered with upstream TLR9 signaling. It could be excluded that G-ODN acts at the stage of 
cellular uptake. G-ODN therefore represents a class of suppressive ODN that could be of therapeutic 
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2 Einleitung 
Der Mensch ist in seinem alltäglichen Leben einer Vielzahl von pathogenen und apathogenen Mikro-
organismen ausgesetzt. Die Aufgabe des Immunsystems ist es, den Körper vor Mikroorganismen, 
Fremd- und Schadstoffen und Toxinen sowie vor malignen körpereigenen Zellen zu schützen. Eine 
wichtige Fähigkeit des Immunsystems ist die Einstufung eines Interaktionspartners als potentiell 
gefährlich oder ungefährlich.  
Das Immunsystem wird in das angeborene und das adaptive Immunsystem unterteilt, wobei das 
angeborene Immunsystem eine unspezifische erste Abwehrrolle einnimmt und die Aktivierung des 
adaptiven Immunsystems einleitet. Das erworbene Immunsystem hingegen beruht auf dem von 
Burnet postulierten Prinzip der klonalen Selektion von Lymphozyten, bei dem es zur spezifischen 
Abwehr eines bestimmten Erregers kommt.  
2.1 
2.2 
Das angeborene Immunsystem 
Das phylogenetisch ältere angeborene Immunsystem kann in Wirbeltieren, Wirbellosen und auch bei 
Pflanzen gefunden werden. Es ist schneller aktivierbar als das erworbene Immunsystem und wehrt 
Pathogene oft schon ab, bevor diese das adaptive Immunsystem aktivieren. Eine erste Funktion ist 
das Verhindern der Penetration und Invasion von Mikroorganismen. Des Weiteren löst das 
angeborene Immunsystem eine lokale Entzündungsreaktion aus, die zur Eindämmung der Infektion 
führt. Außerdem stellt es Effektormechanismen für das erworbene Immunsystem zur Verfügung. 
Hierbei steht vor allem die Präsentation von Antigenen durch Dendritische Zellen und Makrophagen 
im Vordergrund. Dies wiederum führt zu einer Aktivierung von antigenspezifischen Zellen des 
adaptiven Immunsystems (T-Zellen, die u.a. wiederum zur Aktivierung von B-Zellen beitragen), die in 
der späteren Phase der Immunabwehr von zentraler Bedeutung sind. Darüber hinaus führt die 
Aktivierung des adaptiven Immunsystems zu einem anhaltenden Schutz gegenüber dem spezifischen 
Erreger, dem sogenannten immunologischen Gedächtnis. 
Erkennungsmechanismen des angeborenen Immunsystems 
Das angeborene Immunsystem muss im Gegensatz zum erworbenen zu einer schnellen Antwort auf 
potentiell pathogene Mikroorganismen befähigt sein. Dies wird durch die relativ unspezifische 
Erkennung von konservierten mikrobiellen Bestandteilen gewährleistet. Diese Pathogen-assoziierten 
molekularen Muster (PAMPs = pathogen associated molecular pattern) werden von Muster-
Erkennungsrezeptoren (PRRs = Pattern recognition receptors) detektiert. Diese sind im Gegensatz zu 
den rekombinierten Rezeptoren des erworbenen Immunsystems Keimbahn-kodiert und kommen 
sowohl auf Leukozyten als auch auf nicht professionellen Immunzellen vor, wo sie im Vergleich zu B- 
und T-Zellen ein eingeschränktes Repertoire an Liganden erkennen. PRRs kommen hauptsächlich auf 
Zellen wie Makrophagen und Dendritischen Zellen vor, welche meist als erste Immunzellen mit einem 
Erreger in Kontakt kommen und reagieren hier als molekulare Schalter, die eine Immunantwort 
induzieren und darüber hinaus die adaptive Immunantwort einleiten und modifizieren. In letzter Zeit 
wurde das von Janeway erstmals 1989 formulierte Konzept der PAMPs (Janeway 1989; Janeway 
1993) jedoch auf vom Wirt selbst induzierte Gefahrensignale erweitert, da deutlich wurde, dass das 
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angeborenen Immunsystem unter bestimmten Umständen auch auf körpereigene Liganden reagiert 
(Matzinger 2002). Dies erklärt die Erkennung von z.B. malignen Zellen, jedoch auch unerwünschte 
Reaktionen (z.B. Autoimmunerkrankungen). Weiterhin wurde deutlich, dass nicht nur die Herkunft des 
Liganden für seine stimulativen Eigenschaften verantwortlich ist. Auch Umstände wie die Lokalisation 
des Liganden (z.B. zytosolisch, endosomal oder extrazellulär), das Mikromilieu des Gewebes, in dem 
Rezeptor-Liganden-Interaktionen vorkommen oder Zerstörung von Gewebe des Wirtes sind von 
zentraler Bedeutung für das Zustandekommen und das Ausmaß einer Immunantwort.  
2.2.1 Muster-Erkennungsrezeptoren  
PRRs kommen als membranständige, zytosolische oder sezernierte Proteine vor und lassen sich 
aufgrund ihrer Struktur in Toll-like Rezeptoren (TLRs), NOD (nucleotide-binding and oligomerization 
domain)-like Rezeptoren (NLRs), RIG-I (retinoic acid inducible gene I)-like Rezeptoren (RLRs) und 
einige C-Typ Lektin-Rezeptoren (CLRs) (Martinon and Tschopp 2007; Willment and Brown 2008; 
Yoneyama et al. 2008) einteilen (s. Tabelle 2-1). 
 Tabelle 2-1 Mustererkennungsrezeptoren 
 
PRR PAMPs Organismus  
TLRs 
(s. Tabelle 2-2) 
bakterielle Zellwandbestandteile, bakterielle DNA und 
Proteine, virale RNA, DNA 







Dectin-1 ß-Glycan Hefen, Pilze 
Dectin-2 Mannose-haltige Glykane Pilze 
DC-SIGN Mannose-haltige Glykane Pilze 
MBL Mannose-haltige Glykane Bakterien 
NLRs   
IPAF Flagellin L. pneumophila, S. typhimurium 
NALP1 Bacillus anthracis lethal Toxin (LeTx) B. anthracis 
NALP3 bakerielle RNA, MDP, ATP, Perotoxine, Harnsäure-
kristalle, lysosomale Bestandteile 
Bakterien, nicht-bakterielle „Danger-Signale“ 
NAIP5 Flagellin L. pneumophila, S. typhimurium 
NOD1 meso-DAP-haltiges Muramyldipeptid (MDP) Bakterien 
NOD2 Peptidoglykan Bakterien 
RLRs   
RIG-I 5’-Triphosphat-dsRNA Viren 
MDA-5 dsRNA Viren 
LGP2 5’-Triphosphat-dsRNA Viren 
others   
β-Glukan Rezeptor Zymosan Hefen, Pilze 
CD14/LBP LPS gram-negative Bakterien 
CRP Phosphorylcholin Bakterielle Membranen 
DAI dsDNA Viren 
dsRNA-PK dsRNA Viren 
fMLP-Rezeptor N-formyl-Methionin Bakterielle Proteine 
PTX3 Galactomannan Aspergillus 
Scavenger Rezeptoren negativ geladene Makromoleküle und modifiziertes 
LDL (oxidiert und acetyliert) 
 
 
Modifiziert nach (Creagh and O'Neill 2006; Delbridge and O'Riordan 2007) CD: Cluster of Differentiation, CRP: C-reactive 
protein, DAI: DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors, DC-SIGN: dendritic cells specific ICAM-3-grabbing non-
integrin, ds : double-stranded, dsRNA-PK: double-stranded RNA dependent protein kinase, fMLP: N-formyl-methionin peptide, 
IPAF: ICE protease-activating factor, LBP: LPS (lipopolysaccharide) binding protein, MDA: melanoma differentiation associated 
gene, LDL: Low-density lipoprotein, LGP: Labratory of genetics and physiology, MBL: mannan-binding lectin, NALP: NACHT 
Domain-, leucine rich repeat-, and PYD-containing protein, NAIP: neuronal apoptosis inhibitor proteins, NOD: nucleotide 
binding oligomerization domain, PGRP: peptidoglycan recognition protein, PTX: pentraxin, TLR: toll-like receptors, RIG: 
retinoic acid inducible gene. 
 
Im Zusammenspiel erkennen PRRs mikrobielle Infektionen, indem sie durch bakterielle 
Zellwandbestandteile, Flagellin und mikrobielle Nukleinsäuren, sowie durch Stress- und 
Gefahrensignale aktiviert werden. Die Toll-like Rezeptoren sind membranständige, auf der 
Zelloberfläche oder endosomal lokalisierte Rezeptoren, die konservierte bakterielle und virale 
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Bestandteile erkennen. Sie sind von den PRRs am besten charakterisiert und unter 2.3 näher 
beschrieben. In jeder der vier Klassen sind mehrere Rezeptoren und ihre unterschiedlichen Liganden 
bekannt. Rezeptoren und erkannte Liganden sind in  Tabelle 2-1 zusammengefasst. 
NLRs und RLRs kommen im Zytoplasma vor und dienen hier der Detektion intrazellulärer mikrobieller 
Invasion. Sie kommen neben Immunzellen auch in anderen Zellen wie Fibroblasten vor und 
überschneiden sich in ihrer Ligandenspezifität mit TLRs. NLRs detektieren Bakterien, RLRs erkennen 
virale Bestandteile und induzieren Typ-I Interferon. Die NLRs gliedern sich in NALPs (NACHT-, LRR- 
and PYRIN-domain containing proteins), deren Stimulation als Teil des Inflammasoms zu Caspase-1 
Aktivierung führt, und in NODs, die das Anschalten eines NFκB-Signals induzieren. Proteine mit 
C-Typ-Lektin-Domänen haben vielfältige Funktionen, wobei jedoch einige direkt in die Erkennung von 
mikrobiellen Bestandteilen, insbesondere bei Pilzinfektionen, involviert sind. Außerdem spielen CLRs 




Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind hoch konservierte Keimbahn-kodierte Rezeptoren, die bei der 
Erkennung von Bestandteilen von Bakterien, Pilzen, Viren und Protozoen eine Rolle spielen. Das Toll-
Protein wurde erstmal in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster im Zusammenhang mit der dorso-
ventralen Achsenbildung während der Entwicklung beschrieben (Hashimoto et al. 1988). Später wurde 
eine Funktion des Rezeptors bei der Pilzabwehr und auch bei der Erkennung Gram-positiver 
Bakterien bekannt (Lemaitre et al. 1996; Rutschmann et al. 2002). Mikrobielle Bestandteile werden in 
D. melanogaster jedoch nicht vom Toll-Rezeptor selbst erkannt, sondern lösen über die Bindung an 
andere Mustererkennungsrezeptoren eine Serin-Protease-Kaskade aus, die in der Spaltung eines 
Proproteins zum Toll-Liganden Spätzle mündet. Diese Aktivierung wiederum führt zur Induktion 
fungizider und anti-mikrobieller Peptide wie z.B. Dorsomycin (Irving et al. 2001; De Gregorio et al. 
2002). Es zeigte sich, dass im Menschen zu Toll homologe Proteine (Toll-like Rezeptoren) existieren, 
die eine Rolle bei der Erkennung von bakteriellen Infektionen spielen (Medzhitov et al. 1997). Darüber 
hinaus konnte die fehlende Responsivität des Mausstammes C3H/HeJ gegenüber LPS  auf eine 
Mutation im Gen für TLR4 zurückgeführt werden (Poltorak et al. 1998). 
Liganden der TLRs 
Im Menschen sind inzwischen 10 (TLR1-10) und in der Maus 12 TLRs beschrieben (TLR1-9 und 11-
13). TLR8 ist in der Maus nicht funktional und der humane TLR11 trägt eine Stopmutation in der 
kodierenden Sequenz. TLRs sind glykosylierte Typ I Membranproteine, die im Falle von TLR1, 2, 4, 5, 
6 und wahrscheinlich auch TLR10 auf der Zelloberfläche lokalisiert sind, während TLR3, 7, 8 und 9 
endosomal vorliegen. Die auf der Zelloberfläche vorliegenden TLRs erkennen überwiegend 
Zellwandbestandteile von Bakterien, wohingegen die endosomalen TLRs Rezeptoren für 
Nukleinsäuren darstellen.  
TLR2 erkennt mikrobielle Lipopeptide und geht physikalische und funktionelle Verbindungen mit TLR1 
und TLR6 ein, mit denen er Heterodimere bildet, wobei TLR1 und TLR6 zwischen tri- und diacylierten 
Lipopeptiden diskriminieren (Ozinsky et al. 2000; Takeuchi et al. 2001; Takeuchi et al. 2002). TLR2 
erkennt somit Zellwandbestandteile aus einer Vielzahl von Pathogenen und spielt besonders bei der 
Erkennung Gram-positiver Bakterien eine bedeutende Rolle, was sich durch die hohe Anfälligkeit von 
TLR2-/--Mäusen gegenüber diesen zeigte (Echchannaoui et al. 2002).  
 
   5 
  Einleitung 




PAMPs Organismus  
TLR1/2 Triacylierte Lipopeptide 
OspA 
Porin PorB 
Bakterien und Mycobakterien 
Borrelia Burgdorferi   

















Leptospira interrogan, Porphyromonas 
gingivalis  
gram-positive Bakterien, gram-negative 
Bakterien,  
Mycobakterien 



































TLR5 Flagellin Bakterien 










Synthetische Verbindung  
Viren 
TLR8 Imidazoquinoline  
ssRNA 
Synthetische Verbindung  
Viren 










TLR101) ? ? 
TLR112) Profilin-ähnliches Molekül 
Flagellin 
Toxoplasma gondii 
uropathogene E. coli 
TLR 122) ? ? 
TLR 132) ? ? 
  
Modifiziert nach (Gay and Gangloff 2007; Ishii et al. 2008; Kumagai et al. 2008) 
LP-2: macrophage activation lipoprotein-2, ds: double stranded, hsp: heat-shock protein, MMTV: mouse mammary-tumor virus, 
RSV: respiratory-syncytial-virus, 1) Pseudogen in der Maus, 2) nur human beschrieben, 3) nur in der Maus beschrieben.  
 
TLR4 erkennt ein breites Spektrum an mikrobiellen wie auch endogenen Liganden und ist sowohl auf 
Immunzellen, als auch auf anderen Zellen wie Fibroblasten und Epithelzellen exprimiert. Der TLR4 
Ligand Lipopolysaccharid (LPS) ist der am stärksten immunstimulativ wirkende Zellwandbestandteil 
und kommt in Gram-negativen Bakterien vor. An der LPS-Stimulation sind eine Reihe von 
Korezeptoren wie LPS-bindendes Protein (LBP), CD14 und MD2, welches dann in direkte Interaktion 
mit TLR4 tritt, beteiligt. (Lengacher et al. 1995; Shimazu et al. 1999; Lu et al. 2008). Bei den 
endogenen Liganden sind sehr hohe Konzentrationen für eine Aktivierung von TLR4 erforderlich. 
TLR5 wird durch das im Flagellum von Bakterien vorkommende Protein Flagellin aktiviert (Mizel et al. 
2003) und auf Monozyten, unreifen DCs und Epithelien exprimiert. Als Ligand für TLR3 ist bisher nur 
doppelsträngige (ds) RNA und das synthetische Analogon Poly I:C beschrieben (Alexopoulou et al. 
2001). Doppelsträngige RNA kann während der viralen Replikation von ssRNA-Viren als 
Zwischenprodukt entstehen oder bei dsDNA-Viren als Nebenprodukt der symmetrischen 
Transkription. TLR3 wird von myeloiden DCs (mDCs) und auf einer Vielzahl von epithelialen Zellen, 
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hier jedoch teilweise auf der Zelloberfläche, exprimiert (Lopez et al. 2004). Weitere Nukleinsäure 
erkennende TLRs sind TLR7, 8 und 9. 
TLR7 und TLR8 erkennen U-reiche und G/U-reiche einzelsträngige (ss) RNA, einzelsträngige RNA-
Viren, wie das Influenza-Virus oder das Newcastle Disease Virus, die antiviral wirkenden 
Imidazoquinoline und auch einige Guanosinanaloga wie Loxoribin, wobei sich TLR7 und TLR8 jedoch 
in ihrer Spezifität für diese relativ kleinen synthetischen Verbindungen leicht unterscheiden (Heil et al. 
2003; Diebold et al. 2004; Heil et al. 2004; Lund et al. 2004; Hornung et al. 2005). In der Maus ist 
TLR8 zwar exprimiert, jedoch höchst wahrscheinlich nicht funktionell. TLR7 und 8 sind vor allem bei 
der Virus-induzierte Interferon (IFN) -Antwort von plasmazytoiden DCs von großer Bedeutung.  
Die immunstimulatorische Wirkung bakterieller genomischer DNA ist schon seit langem bekannt und 
konnte 2000 auf die Aktivierung von TLR9 zurückgeführt werden, wobei die stimulatorische 
Komponente unmethylierte CpG-Motive in einem bestimmten Basen-Kontext sind (Suzuki et al. 1984; 
Krieg et al. 1995; Hemmi et al. 2000; Krieg 2002). Die CpG-Motive sind im Säugergenom 
unterrepräsentiert und stark methyliert. Die optimale Basensequenz dieses Motivs variiert spezies-
spezifisch (Bauer et al. 2001). Synthetische CpG-haltige Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN) sind in 
ihrem immunstimulatorischen Potential äquivalent zu bakterieller DNA. Im Laufe der Arbeit wurden 
jedoch auch inhibitorische Sequenzen beschrieben. Auch DNA-Viren, wie das Murine 
Cytomegalievirus (MCMV) oder Herpes-Simplex-Virus-1 und -2 stellen natürliche Liganden von TLR9 
dar (Lund et al. 2003; Krug et al. 2004). Die Voraussetzung für die Stimulation von TLR9 ist, genauso 
wie im Falle von TLR7 und -8, die Translokalisation des Liganden ins endolysosomale Kompartiment 
und dessen anschließende Reifung (Hacker et al. 1998; Latz et al. 2004). Die hier lokalisierten TLRs 
können durch Stoffe, welche eine Ansäuerung verhindern, gehemmt werden. Für TLR9 wurde jedoch 
gezeigt, dass auch ein auf der Zelloberfläche exprimierter chimärer Rezeptor noch durch CpG-DNA 
aktiviert werden kann, was die pH-Abhängigkeit der Rezeptoren in Frage stellt (Barton et al. 2006). 
Die Responsivität dieses chimären Rezeptors gegenüber Säuger-DNA machte auch deutlich, dass die 
Lokalisation des Rezeptors neben Eigenschaften des Liganden der ausschlaggebende Mechanismus 
für die Unterscheidung zwischen Selbst-DNA und mikrobieller DNA ist. Darüber hinaus wurde TLR9 
bei der Induktion und dem Fortschreiten von Autoimmunkrankheiten wie Rheumatoider Arthritis und 
Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) eine Rolle zugeschrieben (Barrat et al. 2005). Es gibt 
jedoch auch Befunde, die zeigen, dass TLR9-Aktivierung vor SLE schützt, sodass die eigentliche 
Rolle von TLRs in Autoimmunkrankheiten noch geklärt werden muss (Wu and Peng 2006). 
Die genauen Struktur-Aktivitäts-Beziehungen verschiedener CpG-ODN und weitere Liganden-
eigenschaften werden in Kapitel 2.4.2 ausführlicher behandelt. Die einzelnen Liganden der 
verschiedenen TLRs sind in Tabelle 2-2 zusammengefasst. 
2.3.2 Aufbau von TLRs 
TLRs sind Typ I Transmembran-Glykoproteine. Sie bestehen aus einer für die Ligandenbindung und 
Dimerisierung wichtigen Extrazellulärdomäne, einer Transmembrandomäne und  einer intrazellulären 
Toll-Interleukin-1-Rezeptor-Domäne (TIR-Domäne), deren Dimerisierung für die Rekrutierung von 
Adapterproteinen und somit für die Initialisierung der Signalkaskade essentiell ist (s. Abbildung 2-1). 
Im Jahr 2005 gelang für TLR3 zum ersten Mal die Auflösung der Kristallstruktur der ECD eines Toll-
like Rezeptors (Bell et al. 2005; Choe et al. 2005). Dabei wurde eine hufeisenförmige Gesamtstruktur 
gezeigt, die auch von anderen LRR-haltigen Proteinen bekannt ist. In den letzten Jahren wurden die 
Strukturen der ECD weiterer TLRs, sowohl gebunden an den Liganden als auch alleine als Monomer, 
beschrieben (Bell et al. 2006; Jin et al. 2007; Kim et al. 2007). 
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Abbildung 2-1: Aufbau von TLRs 
Toll-like Rezeptoren bestehen aus einer Liganden-bindenden 
Extrazellulär-(EC) Domäne, einer Tramsmembran-(TM) Domäne und 
einer intrazellulären Toll-interleukin-1-Rezeptor- (TIR) Domäne, welche 
für die Signalweiterleitung von Bedeutung ist. Die EC-Domäne setzt 
sich aus mehreren Leucin-rich repeat (LRR)-Modulen zusammen, die 





Dies wurde durch die sogenannte Hybrid-LRR-Technik ermöglicht, da TLRs konventionell schwer in 
großen Mengen zu exprimieren und zu kristallisieren sind. Hierbei wird ein Teil der ECD mit Teilen des 
variablen Lymphozytenrezeptors (VLR) (s. unten) aus dem Schleimaal fusioniert, was eine leichtere 
Kristallisierung erlaubt. Hierdurch konnten vorher bestehende Modelle und Theorien über den 
strukturellen Aufbau und die Funktionsweise der Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung dieser 
TLRs bestätigt bzw. angepasst werden. Des Weiteren können die Informationen genutzt werden, um 
Vorhersagen über die Struktur weiterer TLRs zu präzisieren. Allerdings ist bislang keine Information 
über die TLRs 7-9, welchen die sequenzspezifische Erkennung von Nukleinsäuren und die strukturelle 
Besonderheit einer zweigeteilten ECD gemeinsam sind, bekannt. 
2.3.2.1 Struktureller Aufbau der TLR-Ektodomäne 
Die Extrazellulärdomäne (ECD) der TLRs besteht aus 19-25 Leucin-rich repeats (LRRs). Die 
Aneinanderreihung der einzelnen LRR-Module führt zur hufeisenförmigen Gesamtstruktur. Die Familie 
der LRR-Proteine besteht aus über 6000 Proteinen, und ihre Mitglieder spielen eine Rolle bei einer 
großen Anzahl unterschiedlicher Prozesse, wie z. B. bei der Immunantwort, der Signaltransduktion, 
der Zellzyklusregulation und der Enzymdegradation (Dolan et al. 2007; Matsushima et al. 2007). LRR-
haltige Proteine können eine Vielzahl verschiedener Liganden binden, was allein die Diversität der 
verschiedenen, strukturell nicht miteinander verwandten Liganden der TLRs deutlich macht. Beim 
Schleimaal, der zu den kieferlosen Vertebraten gehört, wurden VLRs identifiziert, die durch 
somatische Rekombination aus LRR-Modulen entstehen und so ein riesiges Repertoire an 
unterschiedlichen Antigen-erkennenden Oberflächenrezeptoren bilden (Alder et al. 2005).  
Das LRR-Motiv wurde erstmals 1985 beschrieben. Es zeichnet sich durch ein 24 Aminosäuren langes 
Konsensus-Motiv aus, bei dem in bestimmten Abständen konservierte hydrophobe Reste vorkommen 
(Takahashi et al. 1985). Ein einzelnes LRR bildet eine Schleife, in der die konservierten hydrophoben 
Reste ins Innere zeigen und so den Kern stabilisieren. Mehrere LRR-Module zusammen bilden eine 
hufeisenförmige Struktur (Kobe and Kajava 2001). Es gibt sieben Unterfamilien der LRRs, wobei in 
TLRs das typische LRR-Motiv, das bakterielle und das SDS22-ähnliche Motiv vorkommen 
(s.Abbildung 2-2) (Bell et al. 2003; Matsushima et al. 2007). 
Das Muster der ersten zehn Aminosäuren ist in allen LRRs konserviert. Diese Aminosäuren bilden 
parallele ß-Faltblätter, die den konkaven Teil der ECD ausmachen. Der C-termimale Teil der LRRs 
variiert in Bezug auf Sequenz, Länge und Struktur zwischen den einzelnen Subtypen und formt meist 
sperrigere helikale Elemente, wodurch er die konvexe Seite der Hufeisenform bildet. Die variable und 
konservierte Region sind über kurze Loops oder β-Schleifen miteinander verbunden. Die Seitenketten 
des konservierten Asparagin-Restes an Position 10 bilden Wasserstoffbrückenbindungen im Bereich 
dieser Schleifen (Kobe and Deisenhofer 1993; Bell et al. 2005). 
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Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Typisch x L x x L x L x x N
SDS22 x L x x L x L x x N
Bakteriell x L x x L x L x x N
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
x Φ x x Φ x x x x F x x L x
x L x x L x x L x x L x
x L x x L P x L P x















Abbildung 2-2: Sequenz und Struktur von LRR-Motiven 
Dargestellt sind die Sequenzen der verschiedenen LRR-Subtypen (A), wobei x für eine beliebige und Φ 
für hydrophobe Aminosäure steht (modifiziert nach (Bell et al. 2003). L und F sind häufig auch durch 
andere hydrophobe Aminosäuren ersetzt. Der konservierte Teil des Motivs (Position 1-10), der in allen 
Subtypen vorkommt und das ß-Faltblatt der konkaven Oberfläche der hufeisenförmigen LRR-Proteine 
bildet, ist Grau unterlegt. Position 11-24 variieren innerhalb der LRR-Typen. In B ist als Beispiel für die 
Struktur eines LRRs LRR14 aus TLR3 gezeigt (Bell et al. 2005). Die konservierten, hydrophoben Reste 
zeigen ins Innere und stabilisieren den Kern. C zeigt die hufeisenförmige Gesamtstruktur der ECD von 
TLR3, die aus den einzelnen LRR-Modulen gebildet wird (Bell et al. 2005). 
 
Das N-terminale Ende der ECD (LRR-NT) wird durch Sequenzen gebildet, die kein LRR-Motiv 
aufweisen, sich jedoch durch das Vorhandensein von Disulfidbrücken auszeichnen. Diese Struktur 
verdeckt den hydrophoben Kern des ersten LRRs und stabilisiert so das Protein (Kajava 1998; Kobe 
and Kajava 2001). Das C-terminale Ende sowohl aller TLRs als auch von TOLL (LRR-CT) beginnt mit 
den typischen LRR-Resten 1-12 und enthält im anschließenden Bereich Cystein-Reste in 
charakteristischen Abständen (XLXXLXLXXNXFXCXCX(24-26)CX(18-21)C), wobei auch hier 
wahrscheinlich Disulfidbrücken zur Stabilisierung beitragen und der hydrophobe Teil des letzten LRRs 
geschützt wird (Matsushima et al. 2007). Der Abstand des letzten Cysteins zur 
Transmembrandomäne beträgt bei den TLRs nur 2-10 Aminosäuren, was die Position der ECD relativ 
zur Zelloberfläche bestimmen könnte und darüber hinaus zu einer recht starren Verbindung zwischen 
ECD und TIR-Domäne führt. Dies könnte einen Mechanismus darstellen, Konformationsänderungen 
in der ECD an die intrazelluläre TIR-Domäne zu übertragen und eine Dimerisierung dieser zu 
induzieren. 
Die LRR-Module von TLR1, -2 und -4 unterscheiden sich von der typischen TLR-ECD-Struktur. Sie 
haben innerhalb des Hufeisens drei deutliche strukturelle Übergänge, anhand derer die ECD in drei 
Teile gegliedert werden kann. Der zentrale Teil zeichnet sich durch das Fehlen der oben 
beschriebenen Asparagin-Leiter aus, die normalerweise die Gesamtstruktur der Hufeisenform 
stabilisiert (Jin et al. 2007; Kim et al. 2007).  
TLRs unterscheiden sich weiterhin in ihrer Struktur durch das Vorhandensein von irregulären LRRs, 
die in ihrer Länge und Sequenz vom Konsensus-LRR-Motiv abweichen. Diese LRRs zeichnen sich 
durch Insertionen nach Position 10 und Position 15 aus, die sich nicht in das LRR-Muster einfügen 
(Bell et al. 2003). Für die Insertionen der unregelmäßigen LRRs wurde eine Rolle in der 
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Ligandenbindung postuliert, die sich durch Mutationsstudien und Auflösung der Kristallstruktur 
einzelner TLRs bestätigen ließ. 
TLR7, -8 und -9 gleichen sich im Bezug auf den strukturellen Aufbau und bilden eine Subfamilie. Alle 
drei Rezeptoren haben 26 LRR-Module und zwischen LRR14 und LRR15 eine weniger strukturierte 
Hinge-Region, so dass die ECD zweigeteilt erscheint (Dolan et al. 2007; Hughes and Piontkivska 
2008). Der Hinge-Region wird eine Rolle bei der Aktivierung der Rezeptoren zugeschrieben, indem sie 
die nötige Flexibilität für Liganden induzierte Konformationsänderungen bereitstellt (Latz et al. 2007). 
Diese Region bedingt eine Teilung der LRRs in zwei separate LRR-Blöcke. Darüber hinaus stimmt die 
TLR9-Familie in der Anzahl und der Position der unregelmäßigen LRRs sowie in der Anordnung der 
unterschiedlichen LRR-Subtypen überein. Insertionen kommen in LRR2, -5, -8 und -11 nach Position 
10 des LRR-Motivs und in LRR20 nach Position 15 vor. Die Insertionen aller drei Rezeptoren haben 
jeweils dieselbe Anzahl an Aminosäuren und sind stark homolog.  
Besonders auffällig ist die 16 Aminosäuren lange Insertion in LRR8, die zwei CXXC Motive, die durch 
sechs Aminosäuren getrennt sind, beinhaltet. Ein ähnliches Motiv wurde im Ligandenbindungsbereich 
eines Proteins, welches direkt unmethylierte CpG-Dinukleotid Sequenzen bindet, identifiziert (Lee et 
al. 2001). Auch in Mutationsanalysen des TLR8 wurde LRR8 als wichtiger Bereich für die Aktivität des 
Rezeptors beschrieben, da hier der Austausch eines der Cysteine durch Serin zum Funktionsverlust 
des Rezeptors führte (Gibbard et al. 2006). Die oben beschriebene Asparagin-Leiter ist in der TLR9-
Familie durchgängig in der gesamten ECD vorhanden, ebenso wie in TLR3.  
2.3.2.2 Ligandenbindung und Aktivierungsprozesse bei TLRs 
Zu Beginn der Arbeit lagen keine Kristallstrukturen von TLRs vor, jedoch gab es durch 
Mutationsstudien Hinweise auf Regionen, die in die Ligandenbindung und/oder Rezeptoraktivierung 
involviert sind. Durch die kürzlich aufgeklärte Kristallstruktur von mehreren TLRs, gebunden an ihre 
Liganden, konnten Einblicke in die Art der Ligandenbindung und die dadurch induzierte 
Rezeptoraktivierung gewonnen werden.  
Die molekulare Struktur der TLR3-ECD wurde 2005 von Bell et al. und Choe et al. publiziert, jedoch 
als Monomer ohne den Liganden dsRNA. Es zeigte sich, dass die ECD wie angenommen die Form 
eines Hufeisens einnimmt und die Insertionen der irregulären LRRs (LRR12 und LRR20) hervorragen. 
Auffällig war das Fehlen jeglicher Glykosylierungsreste in der C-terminalen lateralen Seite. 
Dahingegen zeigte sich eine starke Glykosylierung der konkaven Seite, was eine Bindung hier eher 
unwahrscheinlich macht. Dies steht im Gegensatz zu anderen LRR-Proteinen, die meist auf dieser 
Seite eine Interaktion mit ihrem jeweiligen Liganden aufweisen. Zwei Sulfationen des 
Kristallisierungsmediums, welche den Phosphatgruppen des Nukleotidrückgrats ähneln, banden an 
die Grenze zwischen konkaver und lateraler Oberfläche im Bereich der Insertionen, weshalb für diese 
eine Rolle bei der Ligandenbindung postuliert wurde. Mutationsstudien bestätigten die Rolle der 
Insertion in LRR20, da eine Deletion zu einem Aktivitätsverlust des Rezeptors führte, wohingegen das 
Fehlen der Insertion in LRR12 keinen Einfluss hatte (Bell et al. 2006). Weitere Untersuchungen 
führten zu der Annahme, dass die C-terminale Region eher in eine Rezeptor-Rezeptor-Interaktion 
involviert sein könnte, da die Deletion des kompletten LRR21 zu einer konstitutiv aktiven Mutante 
führte (Takada et al. 2007). Die 2008 publizierte Kristallstruktur von TLR3-Dimeren, gebunden an 
dsRNA zeigte, dass die RNA mit Bereichen sowohl des N-Terminus, als auch des C-Terminus der 
lateralen Seite der konvexen Oberfläche interagiert (Liu et al. 2008). Der N-terminale Bereich umfasst 
Aminosäuren aus LRR-NT und LRR1-3, während der C-terminale sich aus Resten in LRR19-21 
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zusammensetzt, wobei hier die RNA u.a. an Reste des irregulären LRR20 bindet. Direkte Protein-
Protein-Interaktionen kommen nur in der Nähe des LRR-CT vor. 
In TLR2 und TLR6 kommt eine einzelne Insertion nach Position 15 des LRR-Motivs in LRR11 vor. In 
Mutationsstudien konnte durch Austausch von Regionen zwischen murinem und humanem TLR2 
gezeigt werden, dass die speziesspezifische Antwort gegenüber trilauroylierten Lipopeptiden durch 
LRR7-10 vermittelt wird (Grabiec et al. 2004). Die für Diskriminierung zwischen Lipopeptiden durch 
TLR1 und TLR6 verantwortliche Region konnte auf den Bereich zwischen LRR9-12 eingegrenzt 
werden (Omueti et al. 2005). Auch dies war mit Hilfe der Herstellung chimärer Rezeptoren, bei denen 
LRR-Module zwischen TLR1 und TLR6 getauscht wurden, möglich. Die kürzlich identifizierte 
Kristallstruktur des TLR1/2-Dimers, gebunden an den Liganden Pam3CSK4, zeigte ebenfalls eine 
Beteiligung der Insertionen bei der Ligandenbindung und an homophilen Wechselwirkungen an der 
Dimergrenzfläche.  
Für TLR4 konnte gezeigt werden, dass der LPS-Antagonist Eritoran in die durch die zwei β-Faltblätter 
von MD-2 gebildete Tasche bindet (Kim et al. 2007). MD-2 steht mit TLR4 vor allem über ionische 
Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen zwischen gegensätzlich geladenen Bereichen 
der beiden Moleküle in Verbindung, wohingegen keine direkten Interaktionen zwischen TLR4 und 
Eritoran beobachtet werden konnten. Die beiden für die Bindung wichtigen Bereiche in TLR4 liegen im 
zentralen sowie im N-terminalen Bereich der dreigeteilten ECD. Trunkierungen am C-terminalen Ende 
zeigen, dass dieser Teil wahrscheinlich in die Dimerisierung des Komplexes involviert ist (Kim et al. 
2007). Es ist jedoch nicht geklärt, ob die Dimerisierung über zwei MD-2 Moleküle, Verbindungen 
zwischen einem MD-2 Molekül und zwei TLR4-Molekülen oder über direkte Verbindungen zweier 
TLR4-Moleküle stattfindet, da mit Fusionsproteinen zwischen TLR4 und VRLs sowie mit einem 
Antagonisten gearbeitet wurde.  
Ein weiterer Unterschied zwischen den verschiedenen TLRs ist die Art ihrer Aktivierung. Für TLR3 
und TLR2 in Verbindung mit TLR1 wurde funktionell mit Hilfe von vernetzenden Antikörpern gezeigt, 
dass eine Dimerisierung des Rezeptors hinreichend für eine Aktivierung ist (Leonard et al. 2008). Dies 
wurde für TLR3 durch Vergleich der Strukturen des Rezeptors mit und ohne Ligand bestätigt: Die 
Bindung von dsRNA führte nicht zu einer Änderung in der Gesamtstruktur des Rezeptors (Liu et al. 
2008), bedingte jedoch eine Dimerisierung, da ein Molekül dsRNA zwei Monomere in einer 
"m"- förmigen Struktur zusammenführte.  
Im Gegensatz hierzu wurde gezeigt, dass TLR9 auch im unstimulierten Zustand als präformiertes 
Dimer vorliegt (Latz et al. 2007). Der Rezeptor bindet sowohl CpG-ODN als auch nicht-stimulative 
oder inhibitorische ODN, wobei jedoch nur die Bindung von CpG-ODN Konformationsänderungen in 
der ECD, die in einer Verkleinerung des Durchmessers resultieren, zur Folge hat. Dies wiederum führt 
zu einer Dimerisierung der TIR-Domänen der beiden TLR9-Moleküle und somit zur 
Signalweiterleitung. TLR9 liegt im unstimulierten Zustand im Endoplasmatischen Retikulum (ER) vor. 
Erst auf Stimulation der Zelle mit CpG-ODN hin kommt es zu einer Translokation des Rezeptors ins 
endolysosomale Kompartiment und somit zu einer Kolokalisation mit dem Liganden (Latz et al. 2004). 
Wie dies genau induziert wird, ist nicht bekannt. Kürzlich wurde jedoch publiziert, dass für die 
Aktivierung des Rezeptors eine wahrscheinlich durch Cathepsine induzierte Spaltung des Rezeptors 
zwischen LRR14 und LRR15 notwendig ist.  
Obwohl inzwischen einiges über den Aktivierungsprozess von TLR9 bekannt ist, liegen kaum 
Informationen über die in die Ligandenbindung involvierten Regionen vor. Es wurde publiziert, dass für 
die Stimulativität von CpG-ODN ein freier 5’-Terminus der ODN essentiell ist (Kandimalla et al. 2002; 
Yu et al. 2002). Darüber hinaus konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine optimale 
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Aktivierung von TLR9 erreicht wird, wenn das CpG-Motiv als partielle Duplex-Struktur vorliegt  
(Narayanan et al. 2003) (s. auch 2.4.2). Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass ein CpG-ODN 
mit minimaler für die Stimulativität notwendiger Länge von 10 bp in einzelsträngigem Zustand nicht in 
der Lage wäre, den Durchmesser der ECD zu überbrücken (He et al. 2007).  
Es wird deutlich, dass hydrophobe Liganden, wie die für TLR1, -2 und -4, mit dem entsprechenden 
TLR über interne Bindungstaschen interagieren, während hydrophile Liganden wie dsRNA, im Falle 
von TLR3, mit der Oberfläche der ECD v.a. durch ionische Wechselwirkungen und Wasserstoff-
brückenbindungen in Interaktionen treten. In den genannten Fällen führt die Ligandenbindung zur 
Bildung von „m“-förmigen Dimeren, bei denen die C-Termini in der Mitte konvergieren. Ähnliche 
Mechanismen wie bei TLR3 wurden auch für die weiteren Nukleinsäure-bindenden TLRs 
vorgeschlagen. Im Gegensatz zu TLR3, der dsRNA vor allem über Interaktionen mit dem Phosphat-
rückgrat bindet, erkennen TLR9 und in geringerem Ausmaß auch TLR7 und -8 ihre Liganden jedoch 
sequenzabhängig, sodass in der TLR9-Familie neben der Fähigkeit zur Bindung von Nukleinsäuren 
molekulare Mechanismen für eine Sequenzerkennung vorliegen müssen, die dann die oben 
beschriebene Konformationsänderung auslösen. Die oben beschriebenen Insertionen, die in diesen 
Rezeptoren gleichermaßen vorhanden sind, könnten in diesem Prozess von Bedeutung zu sein. 
2.3.2.3 Signaltransduktion bei TLRs 
Die Dimerisierung der ECDs von TLRs führt zu Konformationsänderungen, was eine Annäherung der 
intrazellulären TIR-Domänen zur Folge hat (Gay et al. 2006). Dies ist möglich, da das 
Verbindungsstück zwischen ECD und Transmembrandomäne sehr kurz ist und somit zu einer relativ 
starren Verbindung von ECD und TIR-Domäne führt. Die Dimerisierung der TIR-Domänen der TLRs 
hat eine Rekrutierung weiterer Adapterproteine zur Folge.  
In den TLR-Signalweg sind fünf verschiedene Adapterproteine involviert: Myeloid differentiation 
primary response gene 88 (MyD88), MyD88 adaptor-like protein (MAL, auch als TIRAP bezeichnet), 
TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFNβ (TRIF, auch TICAM1), TRIF-related adaptor 
protein (TRAM, auch TICAM2) und sterile α- and armadillo-motif-containing protein (SARM) 
(Medzhitov et al. 1998; Horng et al. 2001; Oshiumi et al. 2003; Yamamoto et al. 2003; Carty et al. 
2006; O'Neill and Bowie 2007). Die Bindung dieser Proteine an TLRs erfolgt über homophile Bindung 
der TIR-Domänen. Die Signalgebung von TLR5, -7, -8, -9 und -11 erfolgt ausschließlich über MyD88, 
während TLR1, -2 und -6 MyD88 über MAL rekrutieren. Der TLR3-Signalweg läuft MyD88-unabhängig 
nur über TRIF. In die TLR4-Signalweiterleitung sind MyD88 und TRIF involviert, wobei diese über 
MAL bzw. TRAM rekrutiert werden (Yamamoto et al. 2003; Kawai and Akira 2006; O'Neill and Bowie 
2007). Über MyD88 kommt es zu einer Aktivierung von Mitogen-aktivierten Protein (MAP)-Kinasen 
und zur Kerntranslokation des Transkriptionsfaktors NFκB (Deng et al. 2000; Wang et al. 2001; Li et 
al. 2002), was in der Transkription proinflammatorischer Zytokine wie IL6, IL12, TNFα und pro-IL1β 
(Takaoka et al. 2005) resultiert. 
Die im Endosom lokalisierten TLR7, -8 und -9 können über MyD88 und Interferon Regulatory Factor 7 
(IRF7) insbesondere in plasmazytoiden DCs auch die Produktion von Typ-I Interferonen induzieren. 
TLR3 und TLR4 induzieren weiter IFNβ unabhängig von MyD88 über TRIF und IRF3 (Kaisho et al. 
2001; Yamamoto et al. 2002). Interessanterweise führt nur in pDCs eine Aktivierung von TLR9 mit 
A/D-Typ-ODN (s. 2.4.1.2) zu einer Typ-I Interferonantwort, nicht jedoch in mDCs. Es wurde gezeigt, 
dass dies durch die unterschiedliche subzelluläre Verteilung der ODN in den verschiedenen Zelltypen 
bedingt ist (Honda et al. 2005). SARM hemmt die TRIF-abhängige Geninduktion, wobei der genaue 
Mechanismus jedoch nicht geklärt ist (Liberati et al. 2004). 
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Als Träger der genomischen Information galt DNA lange Zeit als immunologisch inert. Erste Hinweise 
über das immunologische Potenzial von DNA stammen von der Beobachtung, dass eine DNA-haltige 
Fraktion aus Mykobakterien Antitumoraktivität aufwies und darüber hinaus in vitro zur Aktivierung von 
murinen Milzzellen, humanen PBMCs und NK-Zellen führte. Dies war auch in C3H/HeJ Mäusen der 
Fall, was eine Kontamination mit LPS ausschloss (Tokunaga et al. 1984). Es konnte gezeigt werden, 
dass auch DNA verschiedener weiterer Bakterien immunstimulatorische Eigenschaften gegenüber B-
Zellen besaß, nicht jedoch Präparationen von Säuger-DNA (Messina et al. 1991). Krieg et al. zeigten 
die Abhängigkeit der Stimulation von unmethylierten CpG-haltigen Motiven in einem bestimmten 
Basenkontext, und es wurde publiziert, dass auch murine Dendritische Zellen und Makrophagen durch 
CpG-DNA aktiviert werden (Krieg et al. 1995; Stacey et al. 1996; Sparwasser et al. 1998). Erst 2000 
wurde TLR9 in Experimenten mit knock-out-Mäusen als Rezeptor für CpG-Sequenzen identifiziert. 
Die Frequenz des Dinukleotids CG liegt in mikrobieller DNA wie erwartet bei 1 pro 16 Dinukleotiden, in  
Vertebraten-DNA ist die CG-Frequenz um ein Vielfaches niedriger (Bird 1997). Des Weiteren liegt 
Cytosin in eukaryoter DNA meist an Position 5 methyliert vor, wodurch unmethylierte CpG-Motive in 
Vertebraten-DNA ca. mit 100fach geringerer Häufigkeit vorkommen (Wagner 1999). Somit besitzt 
mikrobielle DNA Eigenschaften, die sie von Säuger-DNA abgrenzbar macht. Unsere Arbeitsgruppe 
konnte zeigen, dass die Stärke der Aktivierung von TLR9 durch DNA verschiedener Spezies mit deren 
CG-Dinukleotidgehalt korreliert (Dalpke et al. 2006). Vertebraten DNA kann jedoch unter bestimmten 
pathologischen Umständen (z.B. SLE) auch zu einer Aktivierung von TLR9 führen, und die Stringenz 
der anfangs postulierten CG-Abhängigkeit der TLR9 Aktivierung wird inzwischen kritisch diskutiert 
(s.unten). 
Beim Menschen ist TLR9 vor allem auf B-Zellen und pDCs exprimiert, wohingegen in der Maus der 
Rezeptor darüber hinaus auch in mDCs, Makrophagen und verschiedenen Stromazellen exprimiert 
wird. Die Stimulation der Antigenpräsentierenden Zellen (APCs) durch CpG-DNA resultiert in einer 
Verbesserung der Antigenpräsentation und somit in einer Induktion der adaptiven Immunantwort. In 
mDCs wird eine Reifung einhergehend mit der Hochregulation kostimulatorischer Moleküle wie CD40, 
CD80 und CD86 und die Sekretion von IL12 induziert (Sparwasser et al. 1998). Die im Vergleich zur 
Stimulation mit LPS hohen Mengen an IL12 führen zu einer Beeinflussung des adaptiven 
Immunsystems Richtung Th1-Antwort, wobei T-Zellen jedoch nicht direkt durch CpG-DNA stimuliert 
werden (Lipford et al. 1997; Zimmermann et al. 1998). Darüber hinaus werden durch IL12 NK-Zellen 
aktiviert und zur IFNγ-Sekretion angeregt (Yamamoto et al. 1992; Chace et al. 1997). CpG-DNA 
induziert in Makrophagen ebenfalls die Expression kostimulatorischer Oberflächenmarker, bedingt die 
Sekretion proinflammatorischer Zytokine (z.B. TNFα, IL6 und IL12) und aktiviert antimikrobielle 
Effektormechanismen (Stacey et al. 1996). Die Stimulation mit CpG-DNA führt bei B-Zellen zur 
polyklonalen Proliferation und zur IL6- und Immunglobulin-Produktion  und bei pDCs zur Sekretion von 
Typ I-Interferonen (Krieg et al. 1995). 
Synthetische CpG-Oligodesoxynukleotide 
Der immunstimulatorische Effekt von bakterieller DNA kann durch synthetische, ca. 20 bp lange, ein 
CG-Dinukleotid (CpG) enthaltende Oligodesoxynukleotide (ODN) nachgestellt werden (Krieg et al. 
1995). Diese CpG-ODN variieren zwischen Maus und Mensch und auch zwischen einzelnen Zelltypen 
(s. unten) und wurden auch für den Einsatz als Adjuvans, bei der Tumorabwehr oder bei Allergien 
getestet. Hierzu und bei der Zellstimulation werden meist ODN mit einem Phosphothioat-Rückgrat 
   13 
  Einleitung 
(PTO-ODN) benutzt, bei dem ein nicht-bindendes Sauerstoffatom in der Phosphatgruppe der 
Zuckerkette durch ein Schwefelatom ersetzt ist. PTO-ODN sind im Bezug auf ihre 
immunstimulatorischen Eigenschaften genauso effizient wie bakterielle DNA, wohingegen PO-ODN 
bei Einsatz gleicher Mengen weitaus weniger effizient sind (Stacey and Blackwell 1999; Sester et al. 
2000). Dies ist zum einen auf eine erhöhte Resistenz der PTO-ODN gegenüber extra- und intrazellulär 
vorkommenden Endonukleasen zurückzuführen, zum anderen auf eine verbesserte Aufnahme. PO-
ODN werden nur sehr schlecht von Zellen internalisiert und außerdem schnell degradiert, was zu 
einer geringen biologischen Halbwertszeit von ca. 20 min führt (Fisher et al. 1993; Zhao et al. 1993). 
Durch die Einführung des Schwefelatoms innerhalb des ODN entsteht jedoch ein chirales Zentrum, 
was zu verschiedenen Isomeren innerhalb einer ODN-Präparation führt. PTO-ODN wurden darüber 
hinaus als Antisense-ODN eingesetzt, um die Translation komplementärer RNA zu inhibieren. Dies 
zeigte schon vor ihrem Einsatz als synthetischer Immunstimulus unerwünschte Effekte (Krieg et al. 
1989). So führen PTO-ODN in hoher Dosis sequenzunabhängig durch das Vorhandensein des 
modifizierten Zuckerrückgrats bei systemischer Gabe zu unerwünschten Nebeneffekten wie 
Splenomegalie, Thrombozytopenie, Komplement-Aktivierung und erhöhten Leberenzymen, was den 
Einsatz als Adjuvans bei Tumorerkrankungen oder bei Allergien schwieriger macht (Khaled et al. 
1996; Monteith et al. 1997; Baek et al. 2001). Dies zeigt, dass eine Verbesserung der Aktivität von 
PO-ODN eine wichtige Voraussetzung für den Einsatz im Menschen ist. Des Weiteren stellt DNA mit 
Phosphodiesterbindungen den natürlichen Liganden von TLR9 dar, wodurch Untersuchungen mit PO-
ODN zu einem besseren Verständnis von Struktur-Aktivitätsbeziehungen führen können.  
Für die Aktivierung von TLR9 ist die Aufnahme des Liganden essentiell. Es konnte gezeigt werden, 
dass die Aufnahme von PO-ODN von murinen und humanen Zellen durch Poly-G-Motive am 3’-
Terminus erhöht und somit auch die Aktivität auf ein Niveau vergleichbar mit PTO-ODN gesteigert 
werden konnte (Lee et al. 2000; Dalpke et al. 2002; Bartz et al. 2004). Es ist jedoch ungeklärt, ob die 
verbesserte Aufnahme durch die Bildung von G-Tetraden zustande kommt. Bei PTO-ODN führen 
Poly-G-Sequenzen am 3’-Terminus hingegen weder zu einer verbesserten Aufnahme noch zu einer 
gesteigerten Aktivität, sondern schränken diese eher ein. Es ist nicht abschließend geklärt, wie die 
Aufnahme der ODN stattfindet, eine Rezeptor vermittelte Internalisierung ist jedoch wahrscheinlich. Es 
wurden einige Rezeptoren wie das Integrin Mac-1/CD11b, membrane associated nucleic acid binding 
protein (MNAB) und Scavenger Rezeptor-A (SR-A) diskutiert, wobei jedoch keiner dieser Rezeptoren 
eindeutig für die ODN-Aufnahme bestätigt werden konnte (Benimetskaya et al. 1997; Krieg et al. 
2000; Siess et al. 2000; Zhu et al. 2001). 
2.4.1.1 CpG-Spezifität 
In den ersten Studien zur Immunstimulation durch CpG-DNA wurde eine klare CpG-Abhängigkeit der 
Effekte von synthetischen ODN und keine Stimulation durch Vertebraten-DNA von TLR9 beobachtet 
(Krieg et al. 1995; Hemmi et al. 2000; Bauer et al. 2001; Stacey et al. 2003). Die Unterrepräsentation 
von CpG-Motiven in Säuger-DNA und die starke Methylierung von Cytosinen stützte die Annahme, 
dass der Methylierungsgrad und die CpG-Frequenz die Eigenschaften darstellen, die zu einer 
differentiellen Aktivierung von TLR9 durch mikrobielle DNA, nicht jedoch durch Selbst-DNA führen. 
Die Inversion des CG-Motivs in ein GC-Motiv und auch die Methylierung verhinderten eine Aktivierung 
von Immunzellen durch ODN (Stacey et al. 1996; Krieg 2002). Unter bestimmten Umständen kann 
jedoch auch die Stimulation von TLR9 durch körpereigene DNA eine Aktivierung von Immunzellen 
auslösen. So konnten Immunkomplexe aus IgG-Antikörpern gegen DNA oder Histone Typ-I Interferon 
(IFN) in pDCs induzieren und B-Zellen aktivieren. Diese Effekte waren DNase-Verdau sensitiv 
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(Leadbetter et al. 2002; Boule et al. 2004; Barrat et al. 2005). Endosomale Translokation von PO-ODN 
ohne CpG-Motive durch kationische Lipide, wie z.B. DOTAP, bewirkte Zytokin-Produktion und Reifung 
in pDCs und mDCs (Elias et al. 2003; Cornelie et al. 2004; Yasuda et al. 2005; Yasuda et al. 2006). 
Ein chimärer TLR9-Rezeptor, der an der Zelloberfläche lokalisierte, konnte durch Vertebraten-DNA 
aktiviert werden, jedoch nicht mehr durch Viren, da deren DNA erst im endo-lysosomalen 
Kompartiment freigesetzt wird (Barton et al. 2006). Dies macht deutlich, dass die Lokalisation 
einerseits für die Erkennung von intrazellulären Mikroorganismen, andererseits für die Spezifität 
gegenüber Fremd-DNA notwendig ist. Es ist jedoch kritisch anzumerken, dass in allen berichteten 
Fällen das Ausmaß der Aktivierung durch Vertebraten-DNA nur sehr gering war und meist bei ca. 10% 
im Vergleich zur Aktivierung mit CpG-ODN lag (Yasuda et al. 2005; Yasuda et al. 2006). Volle 
Stimulation von TLR9 konnte auch bei hohen Konzentrationen und trotz der durch die endosomale 
Translokation intrazellulären Anreicherung nicht erzielt werden, was die physiologische Bedeutung 
CpG-unabhängiger Erkennung in Frage stellt.  Auch wurde vor kurzem die Erkennung des 
Desoxyribose-Rückgrats der DNA ohne Basen berichtet, jedoch ebenfalls nur bei Komplexierung 
mittels DOTAP und nur in geringem Ausmaß (Haas et al. 2008). Für PTO wird eine stärkere CG-
Abhängigkeit berichtet, wobei auch hier Publikationen zu CG-unabhängiger Aktivierung von TLR9 
vorliegen. 
2.4.1.2 Synthetische CpG-ODN können in verschiedene Klassen gruppiert werden 
Synthetische CpG-ODN können aufgrund der differentiellen Aktivierung verschiedener Zellen, welche 
mit Unterschieden in der primären Sequenz und in der Sekundär- und Tertiärstruktur der ODN 
einhergeht in zwei bzw. drei Klassen unterteilt werden. Es wird zwischen A-Typ- und B-Typ-ODN 
unterschieden, denen in anderer Nomenklatur D-Typ- bzw. K-Typ-ODN entsprechen (Krug et al. 2001; 
Verthelyi et al. 2001; Gursel et al. 2002). A-Typ-ODN sind durch unmethylierte CpG-Motive in einer 
palindromen Sequenz gekennzeichnet, wobei das zentrale Motiv in der PO-Form vorliegen muss und 
von PTO-modifizierten Basen am 5’- und 3’-Terminus umgeben ist, was die Resistenz gegenüber 
Nukleasen erhöht. Am 3’-Terminus ist ein Poly-G-Schwanz vorhanden. Der prototypischen A-Typ 
Sequenz entspricht das ODN 2216 im humanen und D19 im murinen System. A-Typ-ODN führen zu 
starker Induktion von TypI IFN in pDCs und in daraus resultierender Aktivierung von NK-Zellen und 
deren Produktion von IFNγ. A-Typ-ODN sind in Abwesenheit von pDCs schlechte Aktivatoren von B-
Zellen und können die Reifung von mDCs oder pDCs zu professionellen APCs nicht induzieren (Krug 
et al. 2001; Krieg 2002). B-Typ-ODN hingegen führen zu einer B-Zell-Aktivierung, die in einer 
Proliferation und  Sekretion von IL-6 und IgM resultiert, und in der Maus darüber hinaus zu einer 
Aktivierung von Makrophagen und mDCs und zur Reifung von pDCs. Sie können jedoch kein Typ-I 
IFN induzieren (Krieg et al. 1995; Hartmann and Krieg 2000). B-Typ ODN sind im humanen System 
durch mehrere TCG-Wiederholungen, im murinen durch ein CG-Dinukleotid in einem Hexamer-Motiv 
(s. 2.4.1.3) und durch ein komplett Thioat-modifiziertes Rückgrat gekennzeichnet. Die typischen 
Sequenzen hier sind ODN 2006 für humane Zellen und ODN 1668 für murine. Inzwischen wurden C-
Typ ODN identifiziert, welche A- und B-Typ Aktivität aufweisen und sowohl die B-typische TCG 
Wiederholung als auch das A-typische CpG-haltige Palindrom, jedoch keine Poly-G-Sequenz am 5’-
Terminus aufweisen und vollständig Thioat-modifiziert sind (Hartmann et al. 2003).  
Der differentielle Einfluss von A- bzw. B-Typ-ODN auf pDCs wurde auf die strukturellen Eigenschaften 
und die dadurch unterschiedliche subzelluläre räumliche und zeitliche Verteilung der ODN 
zurückgeführt.  Die durch A-Typ-ODN ausgelöste Induktion von Typ I IFN in pDCs ist strikt IRF7 und 
MyD88 abhängig, wohingegen die durch B-Typ-ODN induzierte Reifung über IRF5 zu einer NFκB 
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Aktivierung führt (Honda et al. 2005). A-Typ-ODN verweilen in pDCs für längere Zeit im endosomalen 
Kompartiment, wo sie zu einer Kolokalisation von IRF7 und MyD88 und somit zu einer Typ I IFN-
Produktion führen. B-Typ-ODN passieren das Endosom schneller und lokalisieren rasch im Lysosom, 
wo sie zu einer Reifung der pDCs führen, da hier TLR9 nicht mehr über MyD88 and IRF7 koppelt. In 
Makrophagen und mDCs gehen auch A-Typ-ODN schnell ins lysosomale Kompartiment (Honda et al. 
2005). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass durch Veränderung der subzellulären Lokalisation 
mittels kationischer Lipide wie DOTAP oder durch Kopplung an Mikropartikel auch B-Typ-ODN in 
pDCs Typ-I IFN induzieren konnten. Ebenso waren in dieser Weise B-Typ-ODN in der Lage mDCs zur 
IFN-Produktion zu stimulieren (Honda et al. 2005; Guiducci et al. 2006). A-Typ-ODN können durch 
ihre Poly-G-Sequenz über G-Tetraden interagieren und so multimere Komplexe bilden (Kerkmann et 
al. 2005). Die unterschiedliche Verteilung der ODN in pDCs wird durch ihre Fähigkeit diese höher 
geordneten Strukturen zu bilden, determiniert. Es wurde auch eine Beteiligung des Rezeptors 
CXCL16 diskutiert, der nur auf pDCs, nicht aber auf B-Zellen exprimiert wird. Die Ausbildung der G-
Tetraden von A-Typ-ODN soll zu einer Erkennung durch CXCL16 führen, was die Lokalisation im 
Endosom induzieren soll (Gursel et al. 2006). 
2.4.1.3 Speziesspezifische Erkennung von TLR9-Liganden  
Anhand von systematischer Veränderung synthetischer ODN wurden optimale CpG-haltige Motive für 
die Stimulation von Immunzellen identifiziert, wobei sich die optimalen CpG-flankierenden Sequenzen 
im humanen und murinen System leicht unterscheiden. So ist das optimale humane CpG-Motiv 
TCGTCG in mehreren Kopien, das optimale murine Motiv lautet PuPuCGPyPy, wobei Pu für Purin 
und Py für Pyrimidin steht. Direkt folgende Cytosine oder Guanosine verschlechtern die Aktivität 
(Krieg et al. 1995; Hartmann and Krieg 2000). In Transfektionsexperimenten in humanen, nicht CpG-
responsiven Zellen konnte bestätigt werden, dass allein durch TLR9 die Spezies-Spezifität vermittelt 
wird. Die strikte Spezies-Spezifität bezieht sich jedoch nur auf PTO-ODN (Bauer et al. 2001; Takeshita 
et al. 2001; Chuang et al. 2002). Versuche mit PO-ODN zeigten, dass humane und murine Zellen (B-
Zelllinien, Splenozyten und PBMCs) hier keine oder nur sehr geringe Präferenzen gegenüber den 
CpG-flankierenden Regionen aufweisen und beide sowohl auf optimale murine wie auch humane 
Sequenzen in gleichem Ausmaß reagieren (Roberts et al. 2005). 
2.4.2 Struktur-Aktivitäts-Beziehung von CpG-ODN 
Durch Modifikationen am DNA-Rückgrat, an einzelnen Basen oder an 5’-und 3’-Terminus konnten 
Einblicke in die Struktur-Aktivitätsbeziehung von CpG-ODN erhalten werden (Kandimalla et al. 2001; 
Yu et al. 2002; Narayanan et al. 2003; Kandimalla et al. 2005). Sperrige Modifikationen am 5’-
Terminus verhindern eine Erkennung durch TLR9, wohingegen Modifikationen am 3’-Terminus meist 
toleriert werden (Yu et al. 2000; Kandimalla et al. 2002; Narayanan et al. 2003).  
 
Abbildung 2-3: Modell der CpG-ODN-Struktur 
Schematische Darstellung eines ODN wie es nach im Text geschildertem 
Modell der Erkennung durch TLR9 vorliegt. Essentiell ist ein freier 5’-
Terminus (site B) als auch das Kern-Motiv in Form eines Duplexes (site A). 
Modifiziert nach (Narayanan et al. 2003). 
 
 
Lipophile Palmitoylsäure-Anhänge, die bei Proteinen zu einer Anreicherung an der Membran führen, 
verbessern die Aktivität von ODN ebenso wenig wie kationische Modifikationen. Im Gegensatz dazu 
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führt die Substitution der 5’-Hydroxylgruppe durch eine Aminogruppe zu einer erhöhten Stimulativität. 
Obwohl lange Zeit gängige Meinung war, dass synthetische ODN bei der Erkennung als Einzelstrang 
vorliegen müssen, liegt der natürliche Ligand bakterielle DNA als partieller Doppelstrang vor. Die 
optimal stimulativen CpG-Motive sind im Falle der B-Typ-ODN (z.B. GACGTT für murine Zellen) alle 
selbstkomplementär und können Partial-Duplexe mit einem wobble-Basenpaar bilden. 
Hyperchromozitätsstudien zeigten, dass die normalerweise verwendeten ODN bei physiologischen 
Temperaturen tatsächlich als Duplexe vorliegen. Darüber hinaus spricht die  Konzentrationsabhängig-
keit des Schmelzpunktes für die Ausbildung inter- und nicht intramolekularer Komplexe (Narayanan et 
al. 2003). NMR-Analysen bestätigten das Vorliegen des Kern-Hexamers als Duplex (He et al. 2007). 
Das Einfügen von Hexaethylen-Linkern, die eine Duplex-Struktur stabilisieren ohne deren Struktur zu 
verändern, resultierte in einer verbesserten Aktivität der ODN. Zyklische ODN, die keine Auffaltung 
der Doppelstruktur erlaubten, waren jedoch nicht mehr stimulativ. Es konnte kein synergistischer 
Effekt zwischen der Einführung von Aminogruppen am 5’-Terminus und von Linkern, die Duplex-
Formen favorisieren, beobachtet werden (Narayanan et al. 2003). Die oben geschilderten Befunde 
sprechen für ein Modell der ODN-Erkennung durch TLR9, bei dem sowohl ein freier 5’-Terminus als 
auch das Kern-Motiv in Form eines Duplexes vorliegen muss. Die Erkennung zweier Motive würde die 
Selektivität einer molekularen Erkennung erhöhen und so inadäquate Erkennung verhindern. Nur 
degradierte DNA-Fragmente würden einen freien 5’-Terminus in der Nähe des CpG-Motives 
aufweisen.  
2.4.3 Inhibitorische TLR9-Liganden 
Erste Erkenntnisse, dass DNA auch inhibitorische Eigenschaften aufweisen kann, stammen von der 
Beobachtung, dass die DNA bestimmter Adenoviren hemmend auf CpG-induzierte Immunantworten 
wirkt (Krieg et al. 1998). So wies die DNA des Serotyps 12 aktivierende Eigenschaften auf PBMCs 
auf, wohingegen die DNA des Serotyps 2 nicht stimulativ war und darüber hinaus die Aktivierung 
durch bakterielle DNA hemmen konnte. Die DNA des Serotyps 2 hatte nur ein Drittel der Frequenz an 
CpG-Motiven verglichen mit dem Serotyp 12 und wies darüber hinaus GC-reiche Motive auf. In 
synthetischen ODN mit den adenoviralen GC-reichen Motiven konnte jedoch keine sequenz-
spezifische Inhibition gezeigt werden, und es ist bis heute unklar, ob weitere hemmende Sequenzen 
innerhalb der DNA für die Inhibition verantwortlich sind. Im Laufe der Anfertigung dieser Arbeit wurden 
jedoch weitere inhibitorisch wirkende Sequenzmotive beschrieben, wobei hier vor allem G-reiche 
Sequenzen im Vordergrund standen. Diese wurden bisher hauptsächlich hinsichtlich ihrer Wirkung auf 
B-Zellen untersucht, bei denen sie zu einer Inhibition von CpG-induzierter IL6-Sekretion und 
Proliferation führen (Ashman et al. 2005; Duramad et al. 2005). G-reiche ODN haben eine hohe 
Spezifität für die Hemmung von TLR9 abhängigen Effekten. So konnte in B-Zellen keine Inhibition auf 
LPS, anti CD40 oder IL4 und Ig-Stimulation hin gezeigt werden (Lenert et al. 2001; Stunz et al. 2002; 
Lenert et al. 2003). Der Mechanismus der Wirkung ist nicht ausreichend geklärt, auch wenn gezeigt 
werden konnte, dass die Aufnahme anderer ODN nicht oder nur kaum beeinflusst ist (Stunz et al. 
2002; Stacey et al. 2003).  
G-reiche ODN sind aufgrund ihrer großen Potenz und ihrer TLR9-Spezifität gute Kandidaten für den 
Einsatz bei Autoimmunkrankheiten, bei denen die Aktivierung dieses Rezeptors von Bedeutung zu 
sein scheint, wie es für SLE oder rheumathoide Arthritis berichtet wurde (Boule et al. 2004; Barrat et 
al. 2005; Ehlers et al. 2006; von Landenberg and Bauer 2007).  
Neben den G-reichen ODN wurden weitere inhibitorische ODN identifiziert. So wurde gezeigt, dass in 
Telomeren vorkommende Sequenz-Wiederholungen hemmend sind (Gursel et al. 2003). Die am Ende 
von eukaryoten Chromosomen vorkommenden Telomere bestehen aus 500-3000 Wiederholungen 
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des TTAGGG-Hexamers und können in vitro G-Tetraden ausbilden (McElligott and Wellinger 1997; 
Ambrus et al. 2006). Da sie nicht in bakterieller oder viraler DNA vorkommen, wurden sie neben der 
CpG-Methylierung und -Suppression als Grund für die nicht-stimulativen Eigenschaften von Säuger-
DNA angesehen (Stacey et al. 2003). Es gibt jedoch Hinweise, dass die Inhibition durch diese 
Sequenzen über eine direkte Bindung an und somit eine Hemmung von Signal Transducers and 
Activators of Transcription (STAT)-Molekülen vermittelt wird, da auch IFNγ und IL12-induzierte STAT-
Phosphorylierung gehemmt werden konnte (Shirota et al. 2004). Weitere Typen inhibitorischer DNA 
sind Oligo(dG)-Homopolymere und methylierte CpG-Motive in doppelsträngiger DNA.  
2.5 Wissenschaftliche Fragestellung  
In dieser Arbeit sollten die Mechanismen der Ligandenerkennung durch TLR9 analysiert werden. 
Hierzu sollte zum einen der Einfluss von Modifikationen an synthetischen Phosphodiester 
Oligodesoxynukleotiden (PO-ODN) auf die Aktivierung von TLR9 analysiert werden und zum anderen 
die Wirkungsweise eines inhibitorischen ODN genauer untersucht werden. Weiterhin sollten durch 
Mutationsstudien Bereiche in der TLR9-Ektodomäne, welche in die Ligandenbindung und 
Rezeptoraktivierung involviert sind, identifiziert werden.  
Es sollten ODN entworfen und synthetisiert werden, welche die Bildung von intra- oder 
intermolekularen Duplexstrukturen favorisieren bzw. über komplementäre Bereiche innerhalb eines 
ODN zur Multimerisierung fähig sind. Diese sollten hinsichtlich ihres Potentials, in der murinen 
Makrophagenzelllinie RAW264.7-Zellen proinflammatorische Zytokine zu induzieren, analysiert 
werden. Dadurch sollten Aufschlüsse über Struktur-Aktivitätsbeziehungen von PO-ODN erlangt 
werden und somit die Fragestellung geklärt werden, ob PO-ODN als Duplexstruktur erkannt werden. 
Darüber hinaus sollten multimerisierende ODN hinsichtlich ihrer Wirkung auf humane Immunzellen 
untersucht werden.  
Des Weiteren sollte ein ODN, welches inhibitorische Eigenschaften aufwies hinsichtlich der Wirkung 
auf Immunzellen, genauer analysiert werden. Hiermit sollte Aufschluss über die Effizienz der Inhibition 
und die Spezifität gegenüber TLR9 erlangt werden. Die Untersuchungen sollten darüber hinaus die 
inhibitorische Wirkung in verschiedenen Zellsystemen und auf unterschiedliche Aktivierungsparameter 
aufklären und den Wirkmechanismus der Inhibition identifizieren. 
Über Mutationsstudien an murinem TLR9 sollte die Rolle von irregulären LRRs, wie sie in der 
Ektodomäne von TLR9 vorkommen, bei der Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung untersucht 
werden. Hierzu sollten zum einen komplette LRRs der Ektodomäne deletiert werden, zum anderen nur 
die spezifischen Insertionen der irregulären LRRs. Darüber hinaus sollten Punktmutationen zu einer 
Identifizierung weiterer Bereiche führen, welche für die TLR9-Aktivierung essentiell sind. Durch 
Austausch der irregulären LRRs in TLR9 durch die entsprechenden LRRs aus TLR7, sollte ihre Rolle 
in der Vermittlung der Ligandenspezifität von TLR7 und TLR9 untersucht werden. Die entsprechenden 
Konstrukte sollten im Transfektionssystem in Bezug auf ihre Aktivierbarkeit durch CpG-ODN, sowie 
auf ihre Ligandenbindung und Dimerisierung untersucht werden.  Darüber hinaus sollten Versuche mit 
ODN, welche optimal für die Stimulation von murinem bzw. humanem TLR9 waren, Einblicke in die 
speziesspezifische Erkennung von TLR9-Liganden ermöglichen. Die Bearbeitung aller genannten 
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Brutschrank    BBD 6220, Heraeus Instruments, Hanau 
Chemilumineszenzsystem Chemi-Smart 2000, Peqlab, Erlangen 
Cycler     Primusadvanced 25 & 96, Peqlab, Erlangen 
Durchflusszytometer  BD FACS Canto, BD Biosciences, Heidelberg 
Fluoreszenz-Inversmikroskop Leica DMI 6000B, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar 
Geldokumentationssystem CN-3000.WL, Peqlab, Erlangen 
Inkubator   Inkubator 1000, Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach 
Luminometer   LUMIstar OPTIMA, BMG Labtech, Offenburg  
Mikrotiterplatten-Photometer  SUNRISE Absorbance Reader, Tecan, Salzburg, Österreich 
Mikrozentrifugen   Biofugen fresco und pico, Heraeus Instruments, Hanau 
Orbitalschüttler   Rocky®3D, Labortechnik Fröbel GmbH, Lindau 
pH-Meter    Seven Easy, Mettler Toledo, Gießen 
Real-time PCR Cycler 7900HT Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Darmstadt 
Spektrophotometer  NanoDrop®ND-1000 Spectrophotometer, Peqlab, Erlangen 
Sterilbank   Herasafe, Klasse II, Heraeus Instruments, Hanau 
Waage    EW600-2M, Kern &Sohn GmbH, Balingen-Frommern 
Zählkammer    Neubauer 0,0025mm2/0,1mm, Brand GmbH, Schwerin 
Zentrifugen    Biofuge stratos, Multifuge 3 S-R, Heraeus Instruments, Hanau   
Blot-Membran Immobilon-P Transfer Membran, 0,45 µm Porengrösse, Millipore, 
Billerica, USA 
Blotting-Papier   Whatman® GB003, Whatman GmbH, Dassel 
ELISA-Platten  Nunc-ImmunoTM Plate, MaxisorpTM Surface, Nunc GmbH & Co. KG, 
Wiesbaden 
FACS-Röhrchen  BD FalconTM 5 ml, BD Biosciences, Heidelberg 
Kanülen   Venofix® 0,8 x 20 mm, Braun, Melsungen, 27G, 0,4 mm x 19 mm, 
  BD Biosciences, Heidelberg 
Kryo-Röhrchen   Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 
Kulturröhrchen Cellstar® 15 ml und 50 ml Falcon-Röhrchen (Polystyrol), Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen 
Lumineszenz-Platten  CulturePlateTM-96 (white), PerkinElmer, Wellesley, USA 
PCR-Platten   Thermo-Fast®96 Detection Plate, ABgene House, Epsom, UK 
PCR-Platten-Abdeckfolien Absolute QPCR Seal, ABgene House, Epsom, UK 
PCR-Reaktionsgefäße   PP-PCR-Gefäße, Nat. 0,2 ml, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Reaktionsgefäße   Eppendorf-Gefäße 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml; Eppendorf AG, Hamburg 
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Sterilfilter    Millex®-GS 0,22 µm, Millipore, Billerica, USA 
Zellkulturflaschen  Cellstar® 25 cm2/ 75 cm2/ 175 cm2, Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 
Zellkulturplatten  Cellstar® 6-/12-/24-/96-well plates, Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 
Zellkulturschalen  2 mm x 17 mm (58 cm²), 144 mm x 21 mm (145 cm²), Nunc GmbH & 
Co.KG, Wiesbaden 
Zellschaber   Disposable Cell Scraper, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
3.1.3 Kits 
3.1.4 
Absolute QPCR RoxMix    ABgene House, Epsom, UK 
Absolute SYBR Green RoxMix    ABgene House, Epsom, UK 
BCA™ Protein Assay Kit    Pierce, Rockford, USA 
BD OptEIATM Human ELISA Set (IL-8)   BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg 
BD OptEIATM Mouse ELISA Set    BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg 
(IL-12p40, TNF-α Mono/Poly)  
CryobankTM System     Mast Diagnostica Laboratoriums-Präparate 
       GmbH, Reinfeld   
High Pure RNA Isolation Kit     Roche, Mannheim 
JETSTAR / LFU Plasmid Maxiprep Kit   Genomed GmbH, Löhne 
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit   Genomed GmbH, Löhne 
JETQUICK PCR Purification Spin Kit   Genomed GmbH, Löhne 
JETQUICK Gel Extraction Spin    Genomed GmbH, Löhne 
Luminescence Reporter Gene Assay System   Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim 
pcDNA5/FRT/V5-His© TOPO® TA Expression Kit Invitrogen, Karlsruhe 
Quikchange® XL Site-directed mutagenesis Kit  Stratgene, La Jolla, USA 
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit   MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
 
Chemikalien und Reagenzien 
3.1.4.1 Allgemeine Chemikalien 
Allgemeine Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegebenen, von den Firmen Merck, 
Darmstadt und Sigma-Aldrich, Taufkirchen bezogen und hatten den Reinheitsgrad „reinst“ oder „pro 
analysi“. 
 
Acrylamid rotiphenol Roth, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Ampicillin (Natriumsalz) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Aprotinin Sigma-Aldrich, Taufkirchen  
Aqua ad injectabilia, 10 ml/1000 ml B. Braun, Melsungen 
Biocoll-Trennlösung, 1,077 g/ml Biochrom AG, Berlin 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Molecular Probes, Inc., Eugene, USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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DOTAP N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)]-N,N,N-trimethyl-
ammonium propan methyl-sulfat  
Roth, Karlsruhe 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Biochrom AG, Berlin 
(DMEM 1x)  
ECL-Reagenz Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg 
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt 
Fötales Kälberserum (FCS)1 Biowest, Nuaillé, Frankreich 
G418 PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Gel-Ladepuffer (6x) MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Leupeptin (-hydrochlorid) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen, Karlsruhe 
Liquemin® Roche, Mannheim 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Mounting Medium AF1, Citifluor Ltd., London, UK 
Natriumorthovanadat (Na3VO4)2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
OptiMEM GibcoTM/Invitrogen, Karlsruhe 
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt 
PBS instamed 9,55 g/l Biochrom AG, Berlin 
PBS (1x) für Zellkultur PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Penicillin/Streptomycin Lösung (100x) PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Pepstatin A Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Protein-A-Agarosebeads Pierce, Rockford, USA 
Protein-G-Agarosebeads Pierce, Rockford, USA 
RPMI 1640 Medium (1x) Biochrom AG, Berlin 
Streptavidin-Agarose Prozyme, San Leandro, USA 
Tetramethylbenzidin (TMB) BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypsin/EDTA (10x) PAA Laboratories, Pasching, Österreich  
Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
3.1.5 Puffer 
                                                     
 
3.1.5.1 Wasser 
Um immunologische Experimente mit diversen mikrobiellen Stimuli durchführen zu können, ist die 
Abwesenheit von kontaminierenden mikrobiellen Bestandteilen, insbesondere Endotoxin, in den 
Lösungen entscheidend. Aus diesem Grund wurden alle Medien, Puffer, Lösungen und Stimulanzien 
für die Zellkultur mit pyrogen-freiem Wasser für Injektionszwecke der Firma Braun, Melsungen 
angesetzt. 
1 FCS Chargennummer: S04224S1810, Endotoxingehalt: 0,2 EU/ml 
2 Na3VO4 wurde in einer Konzentration von 200 mM in Aqua dest gelöst. Der pH Wert wurde mit NaOH und HCl auf pH 10 
 eingestellt. Die Lösung wurde gekocht bis sie klar wurde. Das Aufkochen der Lösung und die pH-Einstellung wurden so oft 
 wiederholt, bis sich der pH Wert stabilisiert hatte. 
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3.1.5.2 Puffer 
RIPA-Lysepuffer 
50 mM Tris-HCl (pH 7,4)    
1% Igepal (w/v) 
0,25% Natriumdeoxycholat (v/v) 
150 mM NaCl 
1 mM EDTA 
Supplementierung des Puffers direkt vor Gebrauch mit: 
Je 1 µg/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin, je 1 mM PMSF, NaF und Na3VO4  
 
4x SDS-Probenpuffer    TAE (Tris acetate EDTA, 50x)
40% (v/v) Glycerol    2 M Tris-Acetat 
400 mM β-Mercaptoethanol   100 mM EDTA, pH 8,0  
200 mM Tris-HCl, pH 6,8    
0,4% (w/v) Bromphenolblau     
8% (w/v) SDS 
 
SDS-Blotpuffer (10 min entgast)  SDS-Laufpuffer (10 min entgast)
25 mM Tris-Base, pH 8,3   25 mM Tris-Base, pH 8,3 
192 mM Glycin     192 mM Glycin 
10% Methanol     0,1% SDS (w/v) 
 
2x SDS-Sammelgelpuffer    3x SDS-Trenngelpuffer
250 mM Tris-HCl, pH 6,8    1,125 mM Tris-HCl, pH 8,8 
0,2% SDS      0,3% SDS (w/v) 
 
TBS (Tris buffered saline)    TE (Tris/EDTA)
10 mM Tris-HCl, pH 8,0    10 mM Tris-HCl, pH 7,4 
150 mM NaCl      1 mM EDTA 
 
Blockpuffer (Westernblot)    Waschpuffer (Westernblot)
5% Magermilchpulver in TBS   0,1% Tween 20 in TBS 
 
Coating-puffer pH 9,5 (ELISA)   Coating-puffer pH 6,5 (ELISA)  
0,1 M Natriumkarbonat:    0,2 M Natriumphosphat: 
8,4 g NaHCO3     11,8 g Na2HPO4
3,56 g Na2CO3     16,1 g NaH2PO4
pH 9,5      pH 6,5 
ad 1000 ml Aqua dest.    ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Waschpuffer (ELISA) 
0,05% Tween 20 in PBS 
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3.1.6 Primer für Mutationen 
Die Primer für die zielgerichtete Mutagenese wurden unter Berücksichtigung der Angaben des 
Protokolles des Quikchange® XL Site-directed mutagenesis Kits entworfen. Lyophilisierte Primer 
wurden im Maßstab 0,01 µmol, Reinheit HPSF, von Operon Biotechnologies GmbH, Köln 
synthetisiert. Sie wurden in Aqua dest. gelöst und auf eine Endkonzentration von 100 ng/µl eingestellt. 
Anschließend wurden die Primer aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die Sequenzen der verwendeten 
Primer sind in Tabelle 3-1 aufgeführt. 
Tabelle 3-1 Sequenzen der Primer zur zielgerichteten Mutagenese 
Mutante Sequenz 5’-3’
mTLR9_Del_ins2
fw  GGCAGCTGAACCTCAAGTGGAACCACATGACCATTGAGCCCAG 
rv  CTGGGCTCAATGGTCATGTGGTTCCACTTGAGGTTCAGCTGCC 
mTLR9_Del_ins5 
fw  GCGTTCTCTTCATGGACGGGAACGGAGCGGTGAAGGTGAC 
rv  GTCACCTTCACCGCTCCGTTCCCGTCCATGAAGAGAACGC 
mTLR9_Del_ins8 
fw  CGAGTACTTGATGTGGGTGGGAATAAGTCCCTCCACCTGCACC 
rv  GGTGCAGGTGGAGGGACTTATTCCCACCCACATCAAGTACTCG 
mTLR9_Del_ins11 
fw  GCAAGCTCAACCTGTCCTTCAATTCCTTTGCCCGCCTCCACCTGG 
rv  CCAGGTGGAGGCGGGCAAAGGAATTGAAGGACAGGTTGAGCTTGC 
mTLR9_Del_ins20 
fw  GCGGCAACGGTATGGGCCGCATGTATCTCCATTTCTTCCAAGGC 
rv  GCCTTGGAAGAAATGGAGATACATGCGGCCCATACCGTTGCCGC 
mTLR9_Del_LRR2 
fw  CGACTTCGTCCACCTGTCCAACACACTGGAGGAGCTGAACCTG 
rv  CAGGTTCAGCTCCTCCAGTGTGTTGGACAGGTGGACGAAGTCG 
mTLR9_Del_LRR5 
fw  GCTAACAGCCTCGCCGGCCTATACAATCTCACCCATCTGTCTCTG 
rv  CCAGAGACAGATGGGTGAGATTGTATAGGCCGGCGAGGCTGTTAG 
mTLR9_Del_LRR8 
fw  GAAGACCTGGCCAATCTGACCCATCTGGAAGGCCTGGTGCTG 
rv  CAGCACCAGGCCTTCCAGATGGGTCAGATTGGCCAGGTCTTC 
mTLR9_Del_LRR11 
fw  CCACACCAATGCCTTTCAGAACCTAACCTCACTGCAGGAGCTGAAC 
rv  GTTCAGCTCCTGCAGTGAGGTTAGGTTCTGAAAGGCATTGGTGTGG 
mTLR9_Del_LRR16 
fw  GAGATGTTTGTCAATCTCTCAAATCTGCAGGTGCTGGACCTGTCC 
rv  GGACAGGTCCAGCACCTGCAGATTTGAGAGATTGACAAACATCTC 
mTLR9_Del_LRR20 
fw  GTCCTCACATCTCAACAGCAACGGCCTGCTGAAGCTGGACCTG 
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fw  GCCTTCAACGCTGTCAGAAGCCGATGATGCAGAGCAGGAGGAGC 
rv  GCTCCTCCTGCTCTGCATCATCGGCTTCTGACAGCGTTGAAGGC  
mTLR9_Del_HC 
fw  GCACCCCTGCTTCTAAGAACTTCATGTTCAAGTTCACCATGGACCTGTCTCG 
rv  CGAGACAGGTCCATGGTGAACTTGAACATGAAGTTCTTAGAAGCAGGGGTGC 
mTLR9_D250E 
fw  ATCTGACCTCCCTTCGAGTACTTGAAGTGGGTGGGAATTGCCGTCG 
rv  CGACGGCAATTCCCACCCACTTCAAGTACTCGAAGGGAGGTCAGAT 
mTLR9_C255S 
fw  CTATGAAAGCATCAACCACACCAATGGCTTTCAGAACCTAACCCGCCTGCG 
rv  CGCAGGCGGGTTAGGTTCTGAAAGCCATTGGTGTGGTTGATGCTTTCATAG 
mTLR9_K51M fw  GTGGACTGCAATTGGCTGTTCATGAAGTCTGTACCCCGTTTCTCTGCGGC rv  GCCGCAGAGAAACGGGGTACAGACTTCATGAACAGCCAATTGCAGTCCAC 
mTLR9_K51E 
fw  GTGGACTGCAATTGGCTGTTCGAGAAGTCTGTACCCCGTTTCTCTGCGGC 
rv  GCCGCAGAGAAACGGGGTACAGACTTCTCGAACAGCCAATTGCAGTCCAC 
mTLR9_R74M fw  GCCTCTCCTTGATCTCCAACATGATCCACCACCTGCACAACTCCGAC rv  GTCGGAGTTGTGCAGGTGGTGGATCATGTTGGAGATCAAGGAGAGGC 
mTLR9_R74E fw  GCCTCTCCTTGATCTCCAACGAGATCCACCACCTGCACAACTCCG rv  CGGAGTTGTGCAGGTGGTGGATCTCGTTGGAGATCAAGGAGAGGC 
mTLR9_H76F fw  GCCTCTCCTTGATCTCCAACCGTATCTTCCACCTGCACAACTCCGAC rv  GTCGGAGTTGTGCAGGTGGAAGATACGGTTGGAGATCAAGGAGAGGC 
mTLR9_H76E fw  GCCTCTCCTTGATCTCCAACCGTATCGAGCACCTGCACAACTCCGAC rv  GTCGGAGTTGTGCAGGTGCTCGATACGGTTGGAGATCAAGGAGAGGC 
mTLR9_H77E fw  CTCCTTGATCTCCAACCGTATCCACTTCCTGCACAACTCCGACTTCGTCC rv  GGACGAAGTCGGAGTTGTGCAGGAAGTGGATACGGTTGGAGATCAAGGAG 
mTLR9_H77F 
fw  CTCCTTGATCTCCAACCGTATCCACGAGCTGCACAACTCCGACTTCGTCC 
rv  GGACGAAGTCGGAGTTGTGCAGCTCGTGGATACGGTTGGAGATCAAGGAG 
mTLR9_H79E fw  GATCTCCAACCGTATCCACCACCTGTTCAACTCCGACTTCGTCCACC rv  GGTGGACGAAGTCGGAGTTGAACAGGTGGTGGATACGGTTGGAGATC 
mTLR9_H79F fw  GATCTCCAACCGTATCCACCACCTGGAGAACTCCGACTTCGTCCACC rv  GGTGGACGAAGTCGGAGTTCTCCAGGTGGTGGATACGGTTGGAGATC 
 
3.1.7 Primer für quantitative „real time“-RT-PCR 
Primer wurden mittels der über das Internet zugänglichen Software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) 
unter Berücksichtigung der Exon-Intron-Strukturen entworfen, sofern nicht eine monoexonische 
Genstruktur vorlag. Somit wurden Primer generiert, welche cDNA, nicht aber genomische DNA 
amplifizieren konnten.  
Tabelle 3-2 Primersequenzen für die Amplifikation muriner und humaner Transkript 














fw  AAAATTCGAGTGACAAGCCTGTAG 
rv  CCTTGAAGAGAACCTGGGAGTAG 






















1) National Center for Biotechnology Information (NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov) 
2) kein Amplifikat, da Exon-Intron-Struktur berücksichtigt wurde bzw. mögliches genomisches Amplifikat zu groß für einen Nachweis ist 
3) Die Primer detektieren IFNα1, IFNα2, IFNα13, IFNαA und IFNαD 
4) je nach IFNα-Spezies 
fw: forward, rv: reverse, pr: Sonde für quantitative RT-PCR 
 
Lyophilisierte Primer wurden im Maßstab 0,01 µmol, Reinheit HPSF, von MWG Biotech, Martinsried 
synthetisiert. Sie wurden in Aqua dest. gelöst und auf eine Endkonzentration von 50 pmol/µl 
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eingestellt. Anschließend wurden die Primer aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die Sequenzen der 
verwendeten Primer sind in Tabelle 3-2 aufgeführt. 
3.1.8 Vektoren und rekombinante Plasmide 
Tabelle 3-3 Vektoren und rekombinante Plasmide 










Fusionsprotein aus murinem TLR9 und einem HA-tag  Im Rahmen der Disser-
tation (s. 3.2.2.9)  
mTLR9N4C-HA MigR2 Fusionsprotein aus murinem TLR9 (AS 1–810) und 
murinem TLR4 (AS 626–835)  
R. Medzhitov3
New Haven, USA 
hTLR9mTIR  pCDNA3.1 
(Invitrogen) 
Fusionsprotein aus humanem TLR9 (AS 1-801) und 






Fusionsprotein aus humanem TLR9 (AS 1-801), 
murinem TLR9 (AS 803–1032) und einem HA-tag 
Im Rahmen der Disser-
tation (s. 3.2.2.9)  
hTLR9N4C-HA-FRT pcDNA5/FRT/V5-
His©TOPO®TA 
Fusionsprotein aus humanem TLR9 (AS 1-809), 
murinem TLR4 (AS 626–835) und einem HA-tag 
Im Rahmen der Disser-
tation (s. 3.2.2.11)  
mTLR4-YFP pCDNA3 
(Invitrogen) 








Luziferase, 6xNF-κB Minimalpromotor C. Kirschning1, 
München 
1 Institut für Med. Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, München, Deutschland  
2 Norwegian University of Science and Technology,Trondheim, Norwegen 
3 Section of Immunobiology, Howard Hughes Medical Institute, Yale University School of Medicine, Connecticut 06520-8011, USA 




GeneRuler™ DNA Ladder Mix (100-10000 bp)  MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (100-3000 bp) MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus  MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Enzyme 
AccuTaq™ LA DNA Polymerase   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DNase I, Rinderpankreas, 11284932001  Roche, Mannheim 
Phusion High Fidelity Polymerase       NEB Biolabs, Ipswich, USA 
Restriktionsendonukleasen, div.    MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
T4 DNA-Ligase      Roche, Mannheim 
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3.1.11 Antikörper  
3.1.11.1 Antikörper für die Durchflusszytometrie  
Alle Antikörper wurden gebrauchsfertig von BD Pharmingen, Heidelberg, bezogen. Sie wurden 1:100 
(v/v) eingesetzt. Die Antiköper sind in Tabelle 3-4 aufgeführt. 
 
Tabelle 3-4 Antikörper für die Durchflusszytometrie 
Spezies Antigen Farbstoff1) Klon 
anti-maus B220 PE RA3-6B2 
anti-maus CD11c APC HL3 
anti-maus CD40 FITC HM 40-3 
anti-maus CD80 PE 16-10A1 
anti-maus CD86 PE GL1 
anti-maus I-A/I-E (MHCII) FITC 2G9 
1) APC= Allophycocyanin; FITC = Fluorescein-Isothiocyanat; PE = R-Phycoerythrin 
3.1.11.2 Antikörper für Immunhistologie/-zytologie  
3.1.11.3 Antikörper für Westernblot 
Die Antikörper für Westernblot Analysen wurden alle bis auf den β-Aktin mouse Antikörper (C4) von 
Millipore, Billerica, USA von Cell Signaling Technology, Danvers, USA bezogen. Eingesetzt wurden 
die folgenden Antikörper:  
HA-tag mouse Antikörper (6E2)  
His-tag Antikörper polyclonal  
Myc-tag polyclonal      
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (3D7)   
goat anti-mouse IgG HRP    
goat anti-rabbit IgG HRP     
3.1.12 
3.1.13 Stimulanzien 
Gekoppelte Oligodeoxynukleotide (ODN) 
5’-FAM-markierte und 3’-Biotin markierte ODN wurden von TIB Molbiol, Berlin bezogen. Die 
Sequenzen sind unter 3.1.13.1 aufgeführt. Die ODN wurden in Aqua dest. gelöst, auf eine 
Konzentration von 250 µM eingestellt und bei -20°C gelagert. 
3.1.13.1 Mikrobielle Stimulanzien für Rezeptoren des angeborenen Immunsystems  
 
Pam3Cys-Ser-(Lys)4 (Pam3CSK4) – TLR2 und TLR1 
Pam3CysSK4 (Pam3CSK4) wurde von EMC Microcollections GmbH, Tübingen bezogen und ist ein 
synthetisches triacyliertes Lipopeptid, welches dem acylierten Aminoterminus bakterieller Lipopeptide 
entspricht. Es stimuliert das Heterodimer aus TLR2 und TLR1. Pam3CSK4 wurde als Stammlösung 
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Lipoteichonsäure (LTA) – TLR2 
Lipoteichonsäure ist ein Bestandteil der Zellwand von Gram-positiven Bakterien und wirkt als Stimulus 
für TLR2/TLR6. LTA wurde freundlicherweise von S. Morath, Konstanz, zur Verfügung gestellt. LTA 
wurde aus Staphylococcus aureus isoliert, massenspektroskopisch auf Reinheit überprüft und auf 
Endotoxinfreiheit getestet (Morath et al. 2001). LTA wurde als Stammlösung von 10 mg/ml in Aqua 
dest. angesetzt und aliquotiert bei -20°C gelagert. 
 
Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(I:C)) – TLR3 
Poly(I:C) wurde von Sigma-Aldrich, Taufkirchen bezogen und ist ein synthetisches Analogon zu 
dsRNA. Poly(I:C) stimuliert TLR3 (Alexopoulou et al. 2001). Es wurde eine Stammlösung von 5 mg/ml 
in Aqua dest. angesetzt und aliquotiert bei -20°C gelagert. 
 
Lipopolysaccharid (LPS) – TLR4 
Gram-negative Bakterien besitzen als Bestandteil ihrer Zellwand Lipopolysaccharid, welches aus 
einem Lipid-A-Anteil und einer für den jeweiligen Bakterienstamm spezifischen Polysaccharidkette 
zusammengesetzt ist. Aufgereinigtes LPS stimuliert den TLR4 (Medzhitov et al. 1997; Poltorak et al. 
1998; Hoshino et al. 1999). Das hier verwendete hochreine S-LPS wurde aus Salmonella minnesota 
(HL63, smooth-Form) gewonnen und war eine Überlassung von U. Seydel, Forschungszentrum 
Borstel. LPS wurde in Aqua dest. gelöst und als 100 µg/ml-Stammlösung aliquotiert bei -20°C 
gelagert. 
 
R848 – TLR7 und TLR8 
R848 ist ein synthetisches Purin-Analogon (Hemmi et al. 2002) und stimuliert TLR7 und TLR8. R848 
wurde von Invivogen, Toulouse, Frankreich bezogen und als Stammlösung von 1 mg/ml gelöst und 
bei -20°C in Aliquots gelagert. 
 
Imiquimod (R837) – TLR7 
R837 ist ein Imidazoquinilin-Analogon zu Guanosin, das TLR7, aber nicht TLR8 stimuliert. Es wurde 
von Invivogen, Toulouse, Frankreich bezogen und als Stammlösung von 5 mg/ml gelöst und bei -20°C 
in Aliquots gelagert. 
 
CpG-Oligodesoxynukleotide (CpG-ODN) – TLR9 
Die ODN wurden von MWG Biotech, Martinsried lyophilisiert im Synthesemaßstab 1 µmol, Reinheit 
HPSF synthetisiert und in Aqua dest. zu einer Stammlösung von 250 gelöst, steril filtriert und in 
Aliquots bei -20°C gelagert. Die ODN wurden sowohl Phosphothioat-modifiziert, als auch unmodifiziert 
eingesetzt. Wenn nicht ausdrücklich erwähnt, wurde die PTO-Form eingesetzt. Bei dem ODN 2216 
liegen die Basen teils PTO-modifiziert und teils unmodifiziert vor. Großbuchstaben geben hier PO-
Basen und Kleinbuchstaben PTO-Basen an. Die von der AG Richert, Institut für Organische Chemie, 
Universität Stuttgart synthetisierten ODN sind alle unmodifiziert. Sie wurden in Aqua dest. auf eine 
Konzentration von 150 µm eingestellt und bei -20°C gelagert. Die Sequenzen der ODN sind in Tabelle 
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Tabelle 3-5 Sequenzen der eingesetzten ODN 
Name Sequenz 5’-3’ Hersteller 
10-mer ATGACGTTCC AG Richert 
14-mer CCATGACGTTCCTG AG Richert 
1668 TCCATGACGTTCCTGATGCT MWG 
1668-GC TCCATGAGCTTCCTGATGCT MWG 
20-mer TCCATGAGCTTCCTGATGCT AG Richert 
2006 TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT MWG 
2006-GC TGCTGCTTTTGTGCTTTTGTGCTT MWG 
2216 ggGGGACGATCGTCgggggg MWG 
5GUO1 T*CCATGACGTTCC-SP-GGAACGTCATGGAGGGGG AG Richert 
BR3 TCCCTGACGTTGGGGG AG Richert 
G-pentamere GGGGG AG Richert 
OL1 T*CCCCATGACGTTCCTGATGCTGGGGG AG Richert 
OL2 T*GGCCATGACGTTCCTGAGGCCAGGGGG AG Richert 
OL3 T*CCATGACGTTCCTGATGCATGCAGGGGG AG Richert 
OL3m TCCATGACGTTCCTGATGCATGCAGGGGG MWG 
OL4 T*CCATGACGTTCCTGATGCATGCA AG Richert 
OL4m TCCATGACGTTCCTGATGCATGCA MWG 
PZ3 CTCCTATTGGGGGTTTCCTAT MWG 
SB-PO TCCATGACGTTCCTGATGCTGGGGG AG Richert 
*SB-PO  T*CCATGACGTTCCTGATGCTGGGGGGG AG Richert 
SB-PO1 TCCATGACGTTCCTGATGCTGGGGGGG AG Richert 
 T* = 5’-Amino-2',5'-Deoxythymidin-Rest 
 
3.1.13.2 Rekombinante Zytokine 
Rekombinantes humanes IL-1β und GM-CSF wurden lyophylisiert von tebu-bio, Offenbach bestellt, als 
Stammlösung von 100 µg/ml in Aqua dest. angelöst und bei -80°C gelagert.   
3.1.14 Wachstumsmedien 
Die Medien wurden, wenn nicht anders vermerkt, für wenige Wochen bei 4°C gelagert. 
 
Inaktivierung von fetal calf serum (FCS) 
Die Hitzeinaktivierung des FCS diente dazu, die im Serum enthaltenen Komplementproteine zu 
inaktivieren. Dazu wurde steriles FCS bei 56°C für 1 h im Wasserbad inaktiviert und aliquotiert bei -
20°C eingefroren. 
 
DMEM und PRMI 1640 
DMEM und RPMI 1640 wurden vor Gebrauch mit 1% Penicillin/Streptomycin (aus 100x Stammlösung) 
und 10% inaktiviertem FCS versetzt. 
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LB-Medium und Selektivplatten 
Bakterien wurden zur Anzucht in LB-Medium (Luria Broth) kultiviert. Dazu wurden 20 g LB-Broth-
Pulver in 1 l Aqua dest. gelöst und anschließend autoklaviert (121°C, 2 bar, 20 min). Zum Herstellen 
von LB-Bouillon-Selektivplatten wurden dem Medium vor dem Autoklavieren 14,8 g/l Agar-Agar und 
nach dem Autoklavieren und Abkühlen Kanamycin oder Ampicillin (Endkonzentration: 50 µg/ml bzw. 
100 µg/ml) zugesetzt, bevor die Selektivplatten in Petrischalen gegossen wurden. 
3.1.15 Zellen 
3.1.15.1 Prokaryote Zellen 
Zur Tansformation mit Plasmiden wurden NEB-5α High-efficieny kompetente E.coli (Genotyp: 
fhuA2∆(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 ∆(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17) von New England 
Biolabs, Ipswich, USA benutzt.
3.1.15.2 Eukaryote Zellen 
Alle Zellen wurden in Wasserdampf gesättigter Atmosphäre bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank 
kultiviert. Die Erhaltung der Zelllinien erfolgte durch wöchentliches Umsetzen und Expansion in 
25 cm²/75 cm²/175 cm² Zellkulturflaschen. Zusätzlich wurden die Zellen regelmäßig mittels DAPI-
Färbung auf Mykoplasmen-Freiheit getestet.  
 
RAW 264.7 
Bei dieser Tumorzelllinie (LGC Promochem, Wesel, ATCC Nr. TIB-71) handelt es sich um murine 
Makrophagen, die aus einem Tumor, der in männlichen Balb/c-Mäusen mittels Abelson Maus 
Leukämie Virus induziert wurde, gewonnen wurden. Die Kultivierung erfolgte in vollständig 
komplementiertem RPMI 1640. 
 
BMDCs (bone marrow derived dendritic cells - Knochenmarks-generierte Dendritische Zellen) 
Verwendet wurden Knochenmarks-generierte Dendritische Zellen der unter 3.1.16 aufgeführten 
Mauslinien. Die Generierung der Zellen ist gesondert unter 3.2.1.1 beschrieben. 
 
HEK293 
Dies ist eine humane Fibroblastenzelllinie, die aus embryonalen Nieren gewonnen wurde (human 
embryonic kidney cells; erhalten von der AG Neumaier, Institut für Klinische Chemie, Mannheim). 
HEK293-Zellen wurden in DMEM mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. 
 
hTLR9-GFP transfizierte HEK 293-Zellen 
HEK-Zellen wurden mit einem humanen TLR9-GFP-Fusionskonstrukt transfiziert. Die Zellen wurden 
von Prof. A. Dalpke, Uni Heidelberg zur Verfügung gestellt. Die Kultivierung erfolgte mit 
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Es wurden 6-12 Wochen alte C57BL/6 und BALB/cAnNCrl Mäuse (Charles River, Sulzfeld) oder 
TLR9-/--Mäuse (generiert und beschrieben im Labor von Shizou Akira, Department of Host Defense, 
Universität Osaka, Japan (Hemmi et al. 2000); hier bezogen über Stefan Bauer (Institut für 
Immunologie, Universität Marburg)), verwendet. Die Mäuse wurden unter SPF („specific pathogen 
free“)-Bedingungen gehalten wurden. Die Tiere wurden in Polykarbonkäfigen des Typs II auf 
staubfreiem Weichholzgranulat bei einer RT von 22 ± 2°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 ± 
5% gehalten mit einer Belichtungszeit von 7.00 bis 19.00 MEZ. Die kontinuierliche Fütterung fand mit 
einer pelletierten autoklavierten Alleindiät und sterilem Leitungswasser über Tränkflaschen statt. Die 
Tierhaltung erfolgte hinter Infektionsbarrieren und einer monatlichen Kontrolle auf das Freisein von 
Erregern entsprechend der Liste GV-SOLAS 1995. Genehmigungen zur Tötung von Mäusen und 
Organentnahme lagen vor, die Experimente wurden ordnungsgemäß aufgezeichnet und über den 
Tierschutzbeauftragten dem Regierungspräsidium Tübingen gemeldet. 
Zellbiologische Methoden 
3.2.1.1 Kultivierung eukaryoter Zellen 
Einfrieren und Auftauen der Zelllinien 
In flüssigem Stickstoff können Zellen, vor allem etablierte Zelllinien, über einen langen Zeitraum und 
weitestgehend unter Beibehaltung ihrer Vitalität gelagert werden. Hierzu wurden 5 x 106 Zellen in 
500 µl Zellkulturmedium aufgenommen, in Kryoröhrchen überführt und auf Eis gestellt. Anschließend 
wurden 500 µl kaltes Einfriermedium, bestehend aus 20% DMSO, 60% FCS und 20% 
Zellkulturmedium zugegeben. Die Zellen wurden schnell auf 0°C heruntergekühlt, da DMSO bei 
höheren Temperaturen und ab einer Konzentration von 4% zytotoxisch wirkt. Die weitere Abkühlung 
erfolgte stufenweise, so dass intrazelluläres Wasser mittels Osmose austreten kann. Zunächst wurden 
die Zellen daher für 2 h bei -20°C und anschließend über Nacht bei -80°C gelagert, bevor sie zur 
dauerhaften Aufbewahrung in flüssigen Stickstoff überführt wurden. Um die Zellvitalität der 
eingefrorenen Zellen während des Auftauvorgangs zu erhalten, ist es wichtig, einen osmotischen 
Schock zu vermeiden. Hierzu wurden die Zellen sehr schnell aufgetaut und langsam mit frischem 
Medium versetzt. Um das DMSO auszuwaschen, wurden die Zellen bei 1300 rpm für fünf min 
zentrifugiert (Multifuge 3 S-R), mit neuem Zellkulturmedium versetzt und in 25 cm² Zellkulturflaschen 
überführt. 
Kultivierung von Zelllinien 
Alle eukaryoten Zellen wurden im Brutschrank in Wasserdampf gesättigter Atmosphäre bei 37°C und 
5% CO2 kultiviert. Je nach Konfluenzgrad wurden die Zellen alle 4-5 Tage passagiert. Hierzu wurde 
bei adhärenten Zellen das Medium abgenommen, einmal mit PBS gespült und für wenige Minuten bei 
RT mit Trypsin/EDTA (1x) inkubiert bis sich die Zellen vom Boden lösten. Anschließend wurden die 
Zellen mit PBS/2% FCS abgespült, um das Trypsin zu inaktivieren und in Kulturröhrchen überführt. 
Nach Zentrifugation bei 1.300 rpm für 5 min (Multifuge 3 S-R) wurden die Zellen resuspendiert und 
1:10 in 15 ml Medium in 75 cm² Zellkulturflaschen passagiert und weiter kultiviert. RAW 264.7 Zellen 
und BMDCs wurden mittels eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturflasche gelöst bzw. mit 
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Kulturmedium abgespült und nach Zentrifugation wie oben 1:10 weiterkultiviert. Zusätzlich wurden die 
Zellen in regelmäßigen Abständen auf Kontamination mit Mykoplasmen getestet. 
Zellzahlbestimmung 
Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in einer Zellsuspension wurden 10 µl einer 
Zellsuspension mit 90 µl Trypanblaulösung versetzt und in einer Neubauer Zählkammer im Mikroskop 
gezählt. Trypanblau färbt nur avitale Zellen, da es bei diesen über die geschädigte Zellmembran 
eindringen kann. Die Anzahl avitaler Zellen sollte nicht mehr als 3% der Gesamtzellzahl betragen. 
Test auf Kontamination mit Mykoplasmen  
Mykoplasmen sind intra- und extrazellulär lebende Bakterien. Bei Kontamination von Zellkulturen mit 
Mykoplasmen kommt es zu Veränderungen des Wachstums, des Stoffwechsels, der Morphologie und 
der Lebensfähigkeit der Zellen, sodass Experimente unzuverlässig werden können. Da es jedoch 
nicht zu mikroskopisch sichtbaren Veränderungen der Zellkultur kommt, besteht die Gefahr, dass die 
Verunreinigung über lange Zeit unbemerkt bleibt. Deshalb wurden in regelmäßigen Abständen mittels 
DAPI-Färbung Mykoplasmen-Tests durchgeführt. DAPI ist ein Farbstoff, der sich an die kleine Furche 
der DNA anlagert und hier bei Anregung mit Licht der Wellenlänge 358 nm blau fluoresziert. Die 
Zellen wurden für den Test in einer Zellkulturplatte (6-well-Format) ausgesät und am nächsten Tag bei 
ca. 50%iger Konfluenz fixiert und gefärbt. Dazu wurden die Zellen für 30 Min bei RT mit einer 3 µM 
DAPI/Ethanol-Lösung inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen mit Mounting Medium AF1 
eingebettet und mit einem Deckglas versehen. Die mikroskopische Beurteilung erfolgte mit dem Leica 
DMI 6000B Fluoreszenz-Inversmikroskop. Dafür wurde der Filterblock A4 für DAPI (Exzitationsfilter 
360/40; dichromatischer Spiegel 400 nm; Suppressionsfilter 470/40 nm) genutzt. Mykoplasmen-freie 
Kulturen zeigten bei diesem Test nur eine nukleäre Fluoreszenz. Bei Mykoplasmen-infizierten Zellen 
ist zusätzlich die DNA der intrazellulär vorhandenen Bakterien in Form von gleichmäßig geformten, 
kleinen, hell leuchtenden Punkten im Zytoplasma zu sehen. Mitochondriale DNA wird mit DAPI kaum 
sichtbar angefärbt. Bei eventuell vorhandener Mykoplasmen-Kontamination wurden die Zellen für 2-3 
Wochen mit Ciprofloxacin (10 µg/ml) behandelt. Der Erfolg der Behandlung wurde mit einem erneuten 
Mykoplasmen-Test überprüft. 
Isolation monozytärer Zellen (PBMCs – Peripheral Blood Mononuclear Cells) 
Bei gesunden, freiwilligen, erwachsenen Probanden wurde in gängiger Venenpunktionstechnik mit 
Hilfe einer Einwegkanüle und einer Einwegspritze peripheres, venöses Blut entnommen. Zur 
Antikoagulation wurde das entnommene Blut mit 5000 IE Liquemin® (Heparin) versetzt und danach 
1:1 in PBS verdünnt. Das verdünnte Blut wurde in 50 ml Röhrchen mit Ficoll-Lösung (Biocoll 
Separating Solution, 1,077 g/ml) im Verhältnis 1:2 unterschichtet und 20 Min bei 4°C und 485 x g ohne 
Bremse zentrifugiert. Das hier verwendete Ficoll besitzt eine größere Dichte als Lymphozyten, 
Monozyten und Thrombozyten, aber eine geringere als die von Erythrozyten und den meisten 
Granulozyten. PBMCs reichern sich nach Zentrifugation in der Interphase zwischen Ficoll und Plasma 
an, während die Granulozyten und Erythrozyten sedimentieren. PBMCs wurden mit einer Pipette 
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3.2.1.2 Generierung Dendritischer Zellen aus murinem Knochenmark  
Herstellung GM-CSF-haltigen Mediums 
X63-Zellen sind Plasmacytoma-Zellen der Linie X63-Ag8, die mit dem Gen für murines GM-CSF 
transfiziert wurden und murines GM-CSF in den Überstand sezernieren (Überlassung von Manfred B. 
Lutz, Institut für Virologie und Immunbiologie, Würzburg). Der zellfreie Überstand dieser Zellen wurde 
nach 10 tägiger Kultivierung in RPMI-Medium/5% abgenommen, steril filtriert (0,2 µm Porengröße) 
und bei –20°C gelagert. Zur Generierung von BMDCs, wurde Kulturüberstand im Verhältnis von 5–
20% (v/v) zugesetzt und die so gewonnenen murinen Knochenmarks-generierten Dendritischen Zellen 
(bone marrow derived dendritic cells - BMDC) per FACS-Analyse auf CD11c-Expression untersucht 
(chargenspezifische Austestung). Die hier verwendeten Chargen ergaben optimale Ergebnisse bei 
7,5% (v/v) Zusatz. 
Murine Knochenmarks-generierte Dendritische Zellen (bone marrow derived dendritic cells - BMDC) 
Zur Gewinnung von Knochenmark zur Generierung Dendritischer Zellen (BMDCs), wurden Mäuse 
durch zervikale Dislokation und Überstreckung getötet. Die Ober- und Unterschenkelknochen wurden 
frei präpariert und die proximalen und distalen Enden eröffnet. Die Knochen wurden jeweils mit 2,5 ml 
eiskaltem RPMI-Medium mit 10% FCS mittels einer 10 ml Spritze mit 27G-Kanüle durchspült und so 
das Knochenmark in einem 50 ml Kulturröhrchen gewonnen. Nach Zentrifugation des Knochenmarks 
für 5 min bei 1200 rpm und 4°C (Multifuge 3 S-R) wurde das Zellpellet in 15 ml RPMI mit 10% FCS 
und 0,5% β-Mercaptoethanol, supplementiert mit 7,5% (v/v) Kulturüberstand der X63-Zellen versetzt 
und in 175 cm2-Zellkulturflaschen ausgesät. Nach 24 h wurden die nicht-adhärenten Zellen geerntet 
und gewaschen. 107 Zellen wurden mit 7,5% (v/v) Kulturüberstand der X63-Zellen versetzt und erneut 
in 175 cm2-Zellkulturflaschen ausgesät. Nach weiteren vier Tagen wurden nochmals 25 ml RPMI/10% 
FCS/0,5% β-Mercaptoethanol mit 7,5% (v/v) Kulturüberstand der X63-Zellen zugesetzt. Am Tag neun 
wurden dann die nicht-adhärenten Zellen geerntet und für die Stimulation weiter verarbeitet. Zu 
diesem Zeitpunkt waren die BMDCs in der FACS-Analyse zu etwa 90-95% CD11c positiv 
(spezifischer Marker für DCs) und maximal 2% B220/CD11c doppelt positiv (Marker für plasmazytoide 
DCs) und befanden sich im Stadium unreifer myeloider DCs. 
3.2.1.3 Kultivierung prokaryoter Zellen 
Zur Vermehrung von Plasmiden in Bakterien und deren anschließender Gewinnung wurden einzelne 
Bakterienkolonien in 3 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum gegeben. Nach 6-8 h 
Inkubation unter Schütteln bei 250 rpm und 37°C wurde die Vorkultur 1:500 in frischem selektivem LB-
Medium verdünnt und erneut für 16-20 h im Bakterienschüttler bis zum Erreichen der stationären 
Phase inkubiert. Die Bakterien wurden anschließend bei 4500 rpm und 4°C für 20 min (Multifuge 3 S-
R) abzentrifugiert. Die so gewonnenen Bakterien wurden dann zur Isolierung von Plasmid-DNA 
eingesetzt. Zur längerfristigen Lagerung der Bakterien wurde das CryobankTM System nach Angaben 
des Herstellers verwendet. 
3.2.1.4 Zellstimulation  
Zur Stimulation wurden 1,5 x 105 RAW-Zellen oder 2 x 105 HEK 293-Zellen oder BMDCs in einer 96-
well Platte ausgebracht und in einem Gesamtvolumen von 300 µl für 18-24 h stimuliert. Der 
abgenommene zellfreie Überstand wurde bis zum Zytokinnachweis mittels ELISA für max. zwei 
Wochen bei -20°C gelagert und anschließend für eventuelle weitere Bestimmungen bei -80°C 
archiviert. Für RNA-Isolationen wurden 1 x 106 Zellen pro Vertiefung einer 24-well Platte ausgebracht 
und für die angegebene Zeit stimuliert. 
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Stimulation von Zelllinien mit bakterieller DNA und synthetischen Oligonukleotiden 
Bei Stimulation von Zellen mit bakterieller DNA wurde diese mittels DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)]-
N,N,N-trimethylammonium propan methylsulfat) in die Zellen transfiziert. Dadurch wird der Schritt der 
Aufnahme der DNA umgangen und diese wird schnell in das endolysosmale Kompartiment, indem 
auch TLR9 vorliegt, transloziert. Diese Methode wurde teilweise auch für die Stimulation mit 
synthetischen Phosphodiester Oligodesoxynukleotiden (ODN) und synthetischer RNA, welche den 
ebenfalls im Endolysosom lokalisierten TLR7 aktiviert, verwendet. In Gegenwart von DOTAP 
induzieren Antibiotika Apoptose, weshalb Antibiotika-freies Medium verwendet wurde. Die 
Nukleinsäuren wurden in 60 µl RPMI-Medium ohne Zusätze auf eine Konzentration von 0,1-0,2 µg/µl 
(bakterielle DNA), 10-20 µM (ODN) bzw. 50-60 µg/ml (RNA) verdünnt. Separat wurden 60 µl einer 
DOTAP-Verdünnung in selbigem Medium angesetzt. Es wurden 5 µl DOTAP pro µg eingesetzter 
DNA, 30 µl DOTAP pro eingesetztem nmol ODN und 2,5 µl DOTAP pro µg RNA verwendet. Die 
Ansätze wurden vereint und zehn Min bei RT inkubiert, um eine Komplexbildung zu erlauben. 
Anschließend wurde das DOTAP-DNA-Gemisch mit FCS-haltigem, Antibiotika-freiem Medium auf die 
gewünschte DNA- bzw. ODN-Konzentration eingestellt und zu den Zellen gegeben.  
3.2.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.2.1 RNA-Aufreinigung 
Für die RNA-Isolierung wurde das High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Mannheim) verwendet, 
welches einen DNAse I Verdau beinhaltet. Die Aufreinigung erfolgte hierbei über die Absorption von 
Nukleinsäuren an eine Glasfaser/Silika Oberfläche in Anwesenheit eines chaotropen Salzes. Die 
Aufarbeitung erfolgte entsprechend dem Protokoll des Herstellers zur Isolierung von Gesamt-RNA aus 
Kulturzellen. Die aufgereinigte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
3.2.2.2 cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese wurde mit dem RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit durchgeführt, wobei 
1 µg Gesamt-RNA in die Synthesereaktion eingesetzt wurde. Die Durchführung erfolgte entsprechend 
den Angaben des Herstellers unter Verwendung von Oligo(dT)18-Primern, wodurch ausschließlich 
mRNA mit einer 3’-polyA-Sequenz in cDNA umgeschrieben wird. Die erhaltene cDNA wurde 1:5 mit 
Aqua dest. verdünnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt. 
3.2.2.3 Real time-RT-PCR  
Die Polymerase chain reaction (PCR - Polymerase-Ketten-Reaktion), die 1987 von Erlich (Saiki et al. 
1988) entwickelt wurde, ermöglicht es, bestimmte Nukleotidsequenzen durch eine enzymatische 
Reaktion millionenfach in vitro zu amplifizieren, wodurch auch sehr geringe Mengen an DNA 
analysiert werden können. 
Die quantitative Real time-PCR (qPCR) kann zur Quantifizierung von DNA und zu 
Genexpressionsanalysen genutzt werden. Hierbei kann zum einen mit dem DNA-interkalierenden 
Cyanidfluoreszenzfarbstoff SYBR-Green gearbeitet werden, zum anderen mit einer fluorogenen 
Sonde. Wird SYBR-Green zum PCR-Ansatz zugegeben, emittiert dieses durch Interkalation mit der 
doppelsträngigen DNA und Anregung mit Licht von 488 nm ein Fluoreszenzsignal, welches 
proportional zur entstehenden Menge an Amplifikat ist. Beim Arbeiten mit einer Sonde, wird die 5’-3’-
Exonuklease-Aktivität der Taq-Polymerase ausgenutzt. Die Sonde besteht aus einem kurzen 
Oligodeoxynukleotid, das zu einer internen Zielsequenz komplementär ist. Die Sonde ist mit zwei 
verschieden fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Am 5’-Terminus trägt die Sonde den Reporter-
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Farbstoff FAM (6-Carboxyfluorenscein) und am 3’-Terminus, das mit einer Phosphatgruppe blockiert 
ist damit die Sonde nicht als Primer fungieren kann, den Quencher-Farbstoff TAMRA (6-
Carboxytetramethylrhodamin). Bei Anregung des Reporter-Farbstoffes bei 488 nm wird die Emission 
durch Fluorenszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) auf den Quencher-Farbstoff unterdrückt. In 
der Elongationsphase der PCR wird die an den Matrizenstrang gebundene Sonde durch die 
Exonuklease-Aktivität der Taq-Polymerase gespalten, wodurch kein FRET mehr stattfinden kann und 
bei Anregung des Reporter-Farbstoffes das Fluoreszenzsignal als direktes Maß für die Menge an 
enstehendem Amplikon gemessen werden kann. Das PCR-Gerät misst nach jedem Zyklus das 
emittierte Spektrum, wodurch die Amplifkation in Echtzeit (real-time) verfolgt werden kann. Als Maß für 
die Amplifikatmenge wird dann der Zyklus bestimmt, bei dem das Fluoreszenzsignal erstmals einen 
Schwellenwert überschreitet und detektierbar wird Ct (threshold cycle number).  
Die Auswertung der Daten erfolgte durch Bestimmung der relativen Expression (rE) der Zielsequenz 
im Vergleich zu einer endogenen Referenz, welche konstitutiv exprimiert wird. Hierdurch werden 
Unterschiede in der Menge der Gesamt c-DNA kompensiert. Im murinen System wurde hierzu ß-
Aktin, im humanen System Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet.  
Die Normalisierung auf das Referenz-Gen erfolgte durch Differenzbildung der Ct-Werte und ergab den 
∆Ct-Wert. Die relative Exression wurde folgendermaßen ermittelt: rE = 1/(2∆Ct). Dies beruht auf der 
vorher experimentell bestätigten Vorraussetzung, dass beide PCR Reaktionen gleich hohe Effizienzen 
aufweisen. Die hier verwendeten PCR-Reaktionen wiesen dabei durchweg Effizienzen E>0,9 auf. Die 
Spezifität der qPCR wurde mittels „no RT-”, „no template”-Kontrollen und, im Falle von SYBR-Green, 
einer automatisierten Schmelzkurvenanalyse überprüft.  
Als template wurden 2,5 µl der unter 3.2.2.2 beschriebenen cDNA verwendet, welche vor Gebrauch 
1:5 in Aqua dest. verdünnt wurde. Die PCR wurde mittels eines Fertig-Ansatzes nach den Angaben 
des Herstellers (Absolute SyBR Green Rox Mix bzw. Absolute qPCR Mix, 2.5 µl cDNA, 12.5 pmol 
forward/reverse-Primer, 12.5 µl Absolute SYBR Green Rox Mix mit 3 mM MgCl2 Endkonz., ad 25 µl 
H2O) auf dem 7900 HT Fast Real-Time PCR System (AB Applied Biosystems, Darmstadt) mit einem 
96-Proben Block durchgeführt (95°C 15 min; 40x [95°C, 15 sec; 60°C, 1 min]). 
3.2.2.4 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
Aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen können Nukleinsäuren unter nativen Bedingungen 
entsprechend ihrer Größe in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt werden. Hierzu wurde 
ein Teil der DNA-Probe mit 6x DNA-Probenpuffer und je nach zu erwartender Größe in einem 1-2%-
igem Agarosegel bei 120 Volt in 1x TAE-Puffer zusammen mit einem Längenstandard aufgetrennt. 
Anschließend wurde das Gel 20 Min in einer wässrigen Ethidiumbromidlösung gefärbt und danach für 
20 Min in Wasser gewaschen. Der DNA-interkalierende Farbstoff Ethidiumbromid und somit die DNA 
ist unter UV-Licht sichtbar, wodurch das Ergebnis fotographisch unter UV-Licht dokumentiert werden 
konnte (Infinity Video-Dokumentationssystem, Modell 3000, Peqlab, Erlangen).  
3.2.2.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Bei der Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde die gewünschte Bande unter UV-Licht mit Hilfe 
eines Skalpells ausgeschnitten und nach Angaben des Herstellers mit dem JETQUICK Gel Extraction 
Spin Kit isoliert. Die gereinigte DNA wurde mit 30 µl Aqua dest. eluiert. 
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3.2.2.6 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Restriktionsenzyme sind prokaryotische Endonukleasen, die doppelsträngige DNA sequenzspezifisch 
erkennen und schneiden. Die Erkennungssequenz ist meist palindromisch und besteht aus vier oder 
sechs Basen. Die Enzyme wurden zur analytischen Kontrolle rekombinanter Plasmide und zum 
präparativen Verdau von Vektor und Insert vor einer Ligation eingesetzt. Der Verdau erfolgte nach 
Angaben des Herstellers für 2 h bei empfohlener Temperatur. Der Verdau wurde anschließend in 
einem Agarosegel überprüft und gegebenenfalls wurde das gewünschte Fragment isoliert (s.3.2.2.5) 
3.2.2.7 Reinigung von Nukleinsäuren 
PCR-Produkte, die z.B. für eine weitere PCR-Reaktion verwendet werden sollen, müssen von 
störenden Primern, Salzen und Nukleotiden getrennt werden. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit mit 
Hilfe des PCR Cleanup Kits durchgeführt, welches die Aufreinigung von einzel- und doppelsträngiger 
DNA mit einer Größe von 100 bp bis 10 kb erlaubt. Die Aufreinigung erfolgt hierbei über die Bindung 
an eine Silika-Gel-Matrix. Die gereinigte DNA wurde in 30 µl Aqua dest. eluiert und vermessen. 
3.2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten 
DNA-Ligasen verknüpfen freie 5’-Phosphatgruppen eines DNA-Stranges mit der freien 
3’-Hydroxygruppe eines zweiten Stranges. So können PCR-Produkte, synthetische ODN oder ein 
durch Restriktionsenzymverdau enthaltenes Insert in einen linearisierten Vektor gebracht werden. Hier 
wurden die für die HA- bzw. myc-Markierung kodierenden ODN in die verschiedenen mTLR9-
Mutanten ligiert. Hierzu wurden in einem 40 µl Ansatz unter Verwendung von 600 U T4-DNA-Ligase 
und dem entsprechenden Puffer 100 ng Plasmid und 20-40 ng ODN eingesetzt. Die Ligation erfolgte 
bei 16°C über Nacht. Ligationen in TOPO® TA-Vektoren erfolgten nach Angaben des Herstellers. 
3.2.2.9 Modifikationen durch Einfügen von Oligonukleotiden 
Um bei den verschiedenen Mutationen des murinen TLR9s die YFP-Markierung durch eine HA- bzw. 
myc-Markierung auszutauschen, wurde das Ursprungsplasmid mit den Restriktionsenzymen Bsp1407I 
und XhoI in 2x Tango-Puffer geschnitten, wodurch der YFP-kodierende Bereich herausgeschnitten 
wurde. Das geschnittene Plasmid wurde in einem Agarosegel aufgetrennt und der Plasmidbereich 
ohne die YPF-Sequenz wurde wie in 3.2.2.5 beschrieben isoliert. Für die Insertion der HA- bzw. myc-
Markierung wurden jeweils zwei komplementäre Oligonukleotide generiert, deren Sequenz für die 
gewünschten Aminosäuren codierte und die den Schnittstellen des Vektors entsprechende Überhänge 
aufwiesen (s.Tabelle 3-6).  
 
Tabelle 3-6 Sequenzen der Oligodeoxynukleotide zur Einführung eines Tags 
Tag Sequenz 5’-3’ und Aminosäuresequenz 
HA-Tag 
        Y  P  Y  D  V  P  D  Y  A 
fw TCGAGTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTTAA 
rv  GTACTTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAC 
myc-Tag 
     E  E  Q  K  L  I  S  E  E  D  L  
fw TCGAGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGTGA 
rv  GTACTCACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCC 
 
Für die spätere Ligation trugen die 5’-Termini Phosphatreste. Die Oligonukleotide wurden in Aqua 
dest. gelöst und auf eine Konzentration von 1 µg/µl eingestellt. Je 1 µg der ODN wurde durch Erhitzen 
auf 95°C für zehn Min und einer schrittweisen Abkühlung um 3°C pro Minute bis auf 4°C in 50 µl 
1x Annealingpuffer aneinandergelagert. Es folgte die Ligation (s. 3.2.2.8) der aneinandergelagerten 
ODN in das isolierte Plasmid-Fragment und nachfolgende Transformation, DNA-Präparation und 
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Sequenzierung. Da bei dem Konstrukt hTLR9mTIR keine geeigneten Schnittstellen vorlagen, wurde 
hier die HA-Markierung mit Hilfe einer PCR eingefügt. Der rv-Primer enthielt einen entprechenden 
Überhang, welcher für die HA-Markierung kodierte. (fw-Primer: 5’-CGATATGGGTTTCTGCCGCA 
GCG, rv-Primer: 5’-TTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTATTCTGCTGTAGGTCCCCGG) 
Das Insert wurde mit unten aufgeführten Primern mit der Phusion High-Fidelity Polymerase in 
20 Zyklen amplifiziert, in einem Agarosegel aufgetrennt, isoliert und anschließend nach Angaben des 
Herstellers in den Zielvektor ligiert. Einzelne Klone der folgenden Transformation wurden durch 
Sequenzierung auf Mutationen überprüft. 
3.2.2.10 Gezielte Mutation durch ortsgerichtete Mutagenese 
Mit Hilfe der ortsgerichteten Mutagenese wurden Punktmutationen eingeführt, Bereiche des 
kodierenden Inserts und somit auch des davon translatierten Proteins deletiert bzw. neue Sequenzen 
inseriert. Ebenso wurden Bereiche der Sequenz durch andere Sequenzen ersetzt und Mutationen in 
Inserts von Plasmiden entfernt. Die hier verwendete Methode zur Mutagenese beruht auf dem PCR-
basierten Prinzip des QuikChange® XL Site-directed Mutagenesis Kits. 
Hierbei dient das Plasmid mit dem zu mutierenden Insert als Matrize. Die Primer enthalten die 
einzufügende Mutation, wobei Vorwärts- und Rückwärtsprimer zumindest teilweise komplementär 
sind. Mit Hilfe der PfuTurbo® DNA-Polymerase werden unmethylierte, die Mutation enthaltende DNA-
Stränge sythetisiert. Durch anschließende Behandlung des Reaktionsansatzes mit dem 
methylierungssensitiven Restriktionsenzym DpnI wird nur die dam-methylierte Matrize, nicht jedoch 
das unmethylierte PCR-Produkt geschnitten. Der PCR-Ansatz setzte sich aus je 125 ng Vorwärts- und 
Rückwärtsprimer, 10 ng Plasmid-DNA, 1 µl dNTP (10mM), 3 µl QuickSolution, 2,5 U PfuTurbo DNA-
Polymerase und 1 x Reaktionspuffer in einem Gesamtvolumen von 50 µl zusammen. Fünf µl des PCR 
Produktes wurden in kompetente E.coli (NEB 5α) transformiert und auf einer selektiven Agarplatte 
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden mit verschiedenen 
Klonen von dieser Platte LB-Medium-Ansätze zur Plasmidpräparation angeimpft. Die Plasmid-DNA 
wurde isoliert und der Erfolg der Mutatgenese durch Sequenzierung überprüft. 
3.2.2.11 Herstellung und Klonierung von hTLR9N4C-HA 
Hergestellt werden sollte ein Konstrukt, welches sich aus dem Extrazellulärteil (AA 1-752) des 
humanen TLR9s und dem Transmembran- und Intrazellulärteil des murinen TLR4 (AA 626-835) 
zusammensetzt und am C-Teminus eine HA-Markierung trägt. 
Als Matrize diente ein hTLR9-Plasmid (Stefan Bauer) sowie ein mTLR4-HA-Plasmid. Für die 
Herstellung des Kontruktes wurden zur Amplifikation des gewünschten Abschnitts der Rezeptoren 
geeignete Primer generiert. Der Rückwärtsprimer zur Amplifikation des Abschnittes des hTLR9s 
(V86b_Primer2) enthielt neben dem zur Zielsequenz komplementären Bereichs noch einen Anhang 
am 5’-Terminus, welcher komplementär zur 5’-Zielsequenz des zu amplifizierenden TLR4 Bereichs ist. 
Ebenso enthielt der Vorwärtsprimer zur Amplifikation des TLR4-Bereichs (V86b_Primer3) einen zur 3’-
Zielsequenz des TLR9 komplementären 5’-Überhang (s. Tabelle 3-7).  
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Abbildung 3-1 Strategie zur Generierung des chimären Rezeptors hTLR9N4C 
1. In zwei verscheidenen PCR-Reaktionen werden die Zielbereiche mit den Primern P1 und P2 bzw. P3 und P4 
 amplifiziert. Die Überhänge an P2 und P3 führen zu komplementären Bereichen der PCR-Produkte. 
2. In der PCR-Reaktion PCR3 werden als template die Produkte aus PCR1 und PCR2 verwendet. Durch 
 Aneinanderlagerung und Auffüllen der Stränge durch die Polymerase kommt es zur Entstehung des 
 Endproduktes.  
3. Durch die Primer P1 und P4 wird das Endprodukt weiter amplifiziert. 
 
Mit Hilfe dieser Primer wurden die gewünschten Bereiche der TLRs in zwei verschiedenen PCR-
Ansätzen unter Einsatz der Phusion-DNA-Polymerase amplifiziert und nach Auftrennung im 
Agarosegel isoliert. Somit entstanden zwei PCR Produkte, die an ihren Enden komplementäre Beriche 
aufwiesen (vgl. Abbildung 3-1). Diese wurden nun als Matrize in einer weiteren PCR-Reaktion mit den 
Primern V86b_Primer1 und V86b_Primer4 verwendet. Bei der Auftrennung der Doppelstränge in der 
Denaturierungsphase der PCR, können sich durch die Komplememtarität der beiden eingesetzten 
Matrizen diese aneinanderlagern und die Doppelstränge durch die Polymerase aufgefüllt werden. Des 
Weiteren kommt es durch die beiden Primer zu einer Amplifikation der so entstandenen 
Doppelstränge. Der PCR-Reaktionsansatz erfolgte unter Einsatz von je 25 pmol Primer, 10 µl 5x HF-
Phusion Puffer, 10 nmol dNTPs, 30 ng Plasmid-DNA und 1 U Phusion-DNA-Polymerase in 50 µl 
Volumen. Die Abfolge der PCR-Zyklen war folgende: 98°C, 3 min; (98°C, 30 sec; 60°C, 30 sec; 72°C, 
90 sec)x 20; 72°C 5 min. Das Endprodukt wurde mit Hilfe des JETQUICK PCR Product Purification 
Spin Kits aufgereinigt. Das PCR-Produkt sollte im Folgenden für eine Ligation in einen TOPO® TA 
Vektor benutzt werden.  
 
Tabelle 3-7 Primer zur Herstellung von hTLR9N4C-HA 
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Der hierzu notwendige 3’-A-Überhang wurde durch Zugabe von 10 nmol dNTPs, 5 µl 10x Puffer und 1 
U Taq-Polymerase, Auffüllen auf 50 µl und Inkubation für 10 min bei 72°C angefügt. Der so 
entstanden TLR9N4C wurde mittels des pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kits bzw. des 
pcDNA5/FRT/V5-His© TOPO® TA Expression Kits in die entsprechenden Vektoren ligiert und in 
chemisch kompetente E.coli transformiert. 
3.2.2.12 Transfektionsexperimente 
Stabile Transfektion eukaryoter Zelllinien 
Um HEK293-Zellen mit murinem TLR9 stabil zu transfizieren, wurde das den Rezeptor kodierende 
Plasmid linearisiert und anschließend mit Lipofectamine2000 nach Angaben des Herstellers im 6-well 
Format transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen gesplittet und mit 800 µg/ml G418 selektioniert. Nach 
einer Woche wurde im 96-well Format eine Verdünnungsreihe angefertigt, sodass in der letzten Reihe 
rechnerisch eine Zelle pro well vorlag („limited dilution“). Diese klonalen Zellen wurden unter 
Selektionsdruck herangezüchtet und auf Responsivität gegenüber 1668-PTO getestet. Des Weiteren 
wurden die Zellen mittels quantitativer RT-PCR und Westernblotanalysen auf die Expression von 
mRNA bzw. Protein überprüft.  
Transiente Transfektion eukaryoter Zelllinien 
Für transiente Transfektionen wurden die Zellen mit dem Transfektionsreagenz Lipofectamin2000 
nach Angaben des Herstellers transfiziert. Die Plasmidmengen wurden der weiteren Verwendung und 
dem zu exprimierenden Gen angepasst: Bei TLR9, den davon abgeleiteten Mutanten und TLR7 
wurde, wenn nicht anders angegeben, für den Luziferase-Versuchsansatz mit 25 ng pro Vertiefung 
einer 24-well Platte gearbeitet. Hierbei wurden weiter 25 ng des NFκB-Luziferase Reporters und 50 ng 
des Renilla-Luziferase-Reporters eingesetzt. Bei Transfektionen zur späteren FACS-Analyse oder zur 
Proteinlysat-Herstellung wurde mit den vom Hersteller für die entsprechenden Formate angegebenen 
Plasmidmengen gearbeitet. 
Luziferase Reportergen-Analyse 
HEK293-Zellen wurden im 24-well-Format mit den angegebenen Rezeptoren sowie mit dem p6NFκB-
Luc Reporterplasmid transfiziert. Bei diesem Reporter wird das Luziferase-Gen unter der Kontrolle von 
sechs NFκB abhängigen Elementen exprimiert. Wird nach Transfektion und Stimulation NFκB 
aktiviert, so wird Luziferase exprimiert und kann nach Zugabe von Luciferin zu Zelllysaten 
nachgewiesen werden. Hierzu wird der Umsatz des chemilumineszenten Substrates im Luminometer 
gemessen und quantifiziert. Bei Einsatz des Dual Luziferase Reporter Assay System Kit wurden die 
Zellen zusätzlich mit dem pRL-TK-Plasmid, welches für Renilla Luziferase unter einem konstitutiv 
aktiven Promotor kodiert, transfiziert. Aufgrund verschiedener Substratspezifitäten der beiden 
Luziferasen kann die Aktivität unabhängig voneinander bestimmt werden. Somit kann bei der 
Messung auf die Transfektionseffizienz normalisiert werden. Zellen wurden 48 h nach Transfektion in 
neuem Medium für 6 h in Duplikaten oder Triplikaten stimuliert und die Überstände für eventuelle 
Zytokinbestimmungen abgenommen. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 
dem Luclite Assay System oder dem Dual Luziferase Reporter Assay System Kit nach Angaben des 
Herstellers zur Luziferase Messung eingesetzt. 
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3.2.2.13 Plasmidpräparation 
Transformation von Bakterienzellen 
Rekombinante Plasmide können in Bakterienzellen vermehrt werden. Dazu wurden NEB-5α High-
efficiency kompetente E.coli (Genotyp: fhuA2∆(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 ∆(lacZ)M15 gyrA96 recA1 
relA1 endA1 thi-1 hsdR17) benutzt. Die Bakterien wurden nach Angaben des Herstellers mit Plasmiden 
transformiert und auf LB (Luria Broth)/Ampicillinplatten (100 µg/ml) über Nacht bei 37°C selektioniert. 
Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Transformierte Bakterien wurden in LB-Bouillon in Anwesenheit von Ampicillin (100 µg/ml) 
angezüchtet. Plasmide wurden bei späterer Verwendung zur Transfektion oder für den Einsatz zur 
Sequenzierung oder in einem Restriktionsenzymverdau mittels kommerzieller Kits aufgereinigt. Diese 
basieren auf alkalischer Lyse, Abtrennung genomischer DNA mittels Zentrifugation oder Filtration, 
Säuberung über Bindung der Plasmide an Silica-Matrizes unter hohen Salzkonzentrationen, Elution 
und Fällung.  
Für Plasmidpräparationen in großem Maßstab wurden das High Speed Midi Kit oder High Speed Maxi 
Kit benutzt, bei Präparationen für den Einsatz zur Sequenzierung das Plasmid-Mini-Kit. Die Plasmid-
präparation erfolgte nach Angaben des Herstellers. Nach Isolation wurden die Plasmide auf Reinheit 
(260 nm/280 nm Absorption) und Konzentration im Photometer NanoDrop®ND-1000 vermessen. 
Nukleinsäure lässt sich bei 260 nm in einer Lösung spezifisch nachweisen, wobei die Konzentration 
proportional zur Extinktion bei dieser Wellenlänge ist. Proteinkontaminationen hingegen detektiert man 
durch die Absorption bei 280 nm. Bei Kontaminationen der DNA-Präparation durch Proteine ist das 
A260/A280-Verhältnis kleiner als 1,8. Bei reinen Präparationen liegt das Verhältnis bei 2,0. 
3.2.2.14 Sequenzierung 
Sequenzierungen erfolgten kommerziell bei MWG-Biotech AG, Martinsried oder bei GATC-Biotech 
AG, Konstanz. Hierzu wurden 3 µg DNA verschickt und mit den entsprechenden Sequenzierprimern 
analysiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programmes Chromas Pro, indem die Sequenzen mit 
der theoretischen Sequenz verglichen wurden. Kamen Unterschiede vor, wurde überprüft, ob es sich 
bei der Mutation um eine stille Mutation handelte. Stille Mutationen in den Sequenzen wurden 
ignoriert. Kam es durch die Mutation zu einem Aminosäureaustausch, wurde der entsprechende Klon 
verworfen oder es wurde eine ortsgerichtete Mutagenese durchgeführt, bei der die Mutation behoben 
wurde. 
3.2.3 Biochemische und immunologische Methoden 
3.2.3.1 Westernblot 
Die verwendeten Puffer sind unter 3.1.5.2 beschrieben.  
3.2.3.2 Proteinlysat-Herstellung 
1 x 106 HEK293-Zellen wurden in Vertiefungen einer 6-well Platte ausgesät, am nächsten Tag wie 
unter 3.2.2.12 beschrieben transfiziert und 48 h später zur Herstellung des Lysats eingesetzt. 5 x 106 
BMDCs wurden im oben genannten Format ausgebracht und am nächsten Tag für die angegebene 
Zeitspanne stimuliert. Die Zellen wurden auf Eis gestellt, mit Zellschabern vom Plattenboden gelöst 
und in Versuchsröhrchen mit eiskaltem PBS, supplementiert mit 1mM Na3VO4 und 1 mM NaFl, 
überführt. Vor der Lyse wurden die Zellen bei 1000 g für 5 min zentrifugiert und der Überstand 
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verworfen. Bei stabil transfizierten Zellen wurden für den Westernblot 5-10 x 106 Zellen, die unter 
Selektionsdruck gewachsen waren, eingesetzt. Die jeweiligen Zellen wurden dann in 1 ml RIPA-Puffer 
pro 10 x 106 Zellen aufgenommen, gevortext und für 30 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde bei 
12.000 g bei 4°C zentrifugiert und der Überstand bei -20°C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde 
mittels des BCA-Proteinassays durchgeführt.  
3.2.3.3 BCA Proteinbestimmung  
Der Bicinchoninsäure (BCA)-Assay kombiniert BCA als Detektionssystem mit dem Biuret Assay, bei 
dem gelöstes Biuret (Carbamoylharnstoff) und Kupfersulfat in alkalischem, wässrigem Milieu einen 
rotvioletten Farbkomplex bilden. Dabei werden zwei Peptidbindungen (CO-NH) mit Cu2+ komplexiert. 
Der BCA-Assay beruht wie der Lowry-Assay auf einer Reduktion von Cu2+ zu Cu+, wobei hierbei BCA 
mit Cu+ einen Farbkomplex bildet. Zu 20 µl Probe wurden 180 µl frisch angesetzte 
BCA/Kupfersulfatlösung gegeben und für 30 min bei 37°C inkubiert. Der kolorimetrische Nachweis von 
Proteinen erfolgte in einem Mikrotiterplatten-Photometer bei 550 nm. Unter Verwendung einer 
Standardreihe mit BSA (Bovines Serum Albumin) wurde die Konzentrationen mit Hilfe des 
Auswerteprogramms Magellan V 5.0 (Tecan, Salzburg, Österreich) berechnet. Die 
Standardbestimmung wurde nach der Vier-Parameter-Methode durchgeführt. 
3.2.3.4 Immunpräzipitation 
Die Immunpräzipitation wurde in dieser Arbeit eingestzt, um das Vorliegen von präformierten TLR9-
Dimeren zu testen. HEK293-Zellen wurden mit TLR9-HA und TLR9-myc-Plasmiden transfiziert und 
die Proteinlysate zur Immunpräzipitation eingesetzt. Zu 200 µl Proteinlysat wurde 2 µl rabbit-anti-myc-
Antikörper gegeben und die Probe für 3 h bei 4°C im Überkopf-Schüttler inkubiert. Nach Zugabe von 2 
µl anti-rabbit-HRP-Antikörper und erneuter Inkubation für 2 h, wurden 20 µl Protein-G-Agarosebeads 
zugegeben und erneut über Kopf bei 4°C für eine Stunde geschüttelt. Die Immunpräzipitate wurden 
durch Zentrifugation bei 14000 g für 2 min und Zugabe von 1 ml RIPA-Puffer fünfmal gewaschen, 
bevor sie mit 20 µl 2 x SDS-Puffer versetzt wurden und bei 95°C für 5-10 min inkubiert wurden, um die 
Proteine zu denaturieren und so die Proteine voneinander und von den zur Fällung eingesetzten 
Antikörpern zu trennen. Ahschließend wurden die Immunpräzipitate in einer Westernblot Analyse 
eingesetzt. 
3.2.3.5 Präzipitation von TLRs mittels biotinylierter Oligonukleotide 
Um die Bindung von TLR9 und der davon abgeleiteten Mutanten an DNA zu untersuchen, wurden die 
Rezeptoren mit biotinylierten, phosphothioatmodifizierten Oligodeoxynukleotiden gefällt und 
anschließend die Proteinmenge quantifiziert. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit den entsprechenden 
Plasmiden transfiziert und Proteinlysate aus den Zellen gewonnen. Zur Vermeidung unspezifischer 
Bindung von Proteinen bei der späteren Fällung wurden je 500 µl Proteinlysat mit 25 µl Avidin-
gekoppelten Agarosebeads bei 4°C für 1 h inkubiert, dann bei 14000 g für 5 min zentrifugiert und der 
Überstand weiter verwendet. Der Überstand wurde mit ODN 1668-PTO in einer Endkonzentration von 
5 µM bei RT für 1 h inkubiert. Danach wurde mit 25 µl Avidin-gekoppelten Agarosebeads bei 4°C für 
2 h inkubiert. Die Agarosebeads wurden anschließend wie unter 3.2.3.4 beschrieben gewaschen und 
denaturiert, wobei zwischen jedem Waschschritt eine Inkubation für 5 min bei 4°C erfolgte. Alle 
genannten Inkubationsschritte erfolgten unter leichtem Schütteln. Zur Quantifizierung wurden die 
Proben in einem SDS-Gel aufgetrennt und die TLRs mittels Westernblot und folgender Immunfärbung 
gegen die HA-Markierung nachgewiesen und EDV-unterstützt ausgewertet. 
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3.2.3.6 SDS-PAGE 
Bei der SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gel electrophoresis) werden die 
aufgetragenen Proteine ihrem molekularen Gewicht nach in einem Gel aufgetrennt. Die Proben 
werden vorher in SDS-Probenpuffer für 10 min bei 95 °C denaturiert. Durch das im Probenpuffer 
vorhandene SDS (Natriumdodecylsulfat) werden die Proben entprechend ihrem Molekulargewicht 
negativ geladen und können so in einem elektrischen Feld ihrer Größe nach aufgetrennt werden. Zur 
Referenz wurde im Gel ein Größenmarker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus; MBI 
Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen. Je nach Versuch wurden wie angegeben 20- 60 µg Protein 
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte je nach Größe des nachzuweisenden Proteins in einem 8-
12%igem Polyacrylamidgel nach der Methode von Laemmli (Laemmli 1970). Die Elektrophorese 
erfolgte bei 140 V in einem vertikalen Gel-Elektrophorese-System. 
3.2.3.7 Westernblot 
Die Proteine aus dem SDS-Gel wurden in einem Nassblotverfahren unter Verwendung von Blotpuffer 
in einer gekühlten Kammer bei 200 mA auf eine Polyvinyldifluorid- (PVDF-)Membran übertragen. Vor 
Verwendung wurde die Membran durch kurzes Schwenken in Methanol aktiviert und anschließend in 
Blotpuffer equilibriert. Bei kleineren Proteinen betrug die Übertragungszeit 1 h bei Proteinen ab 
90 kDa 1 h 15 min. 
3.2.3.8 Immunfärbung 
Zur Detektion der Proteinbanden von Interesse wurde die Membran nach dem Blotten für mindestens 
2 h in Blockpuffer und anschließend bei 4°C über Nacht mit dem entsprechenden Antikörper, verdünnt 
in Blockpuffer, inkubiert. Die optimale Verdünnung wurde austitriert und wie in Tabelle 3-8 angegeben 
eingesetzt. Nach dreimaligem Waschen wurde die Membran für 1 h bei RT mit in Blockpuffer 
verdünntem HRP-gekoppeltem 2. Antikörper inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte der 
Nachweis mittels Chemilumineszenz mit ECL-Reagenz nach Angaben des Herstellers. Die 
Chemilumineszenz wurde mit einer gekühlten CCD-Kamera detektiert und mit der Chemi-Chapt 
Software (Vilber Lomat Deutschland GmbH, Eberhardzell) digital dokumentiert. 
Tabelle 3-8 Antikörper für die Immunfärbung 
Antikörper Spezies Verdünnung 1.Antikörper 
Verdünnung 
2.Antikörper 
anti-HA mouse 1:2000 1:2000 
anti-myc rabbit 1:1000 1:2000 
anit-phopho-p38-MAPK rabbit 1:1000 1:2000 
anti-Aktin rabbit 1:2000 1:2000 
3.2.3.9 Quantifizierung von Proteinbanden 
Um die Proteinbanden des Westernblots zu quantifizieren, wurde die Belichtungszeit so gewählt, dass 
der stärkste detektierte Punkt nicht in den Sättigungsbereich der Detektierbarkeit fiel. Anschließend 
wurden mit der Software Bio-ID von Vilber Lomat die Banden quantifiziert, wobei das Volumen der 
Banden errechnet wird. Hierzu wird die Stärke des Signals an jedem Punkt berechnet und mit der 
Fläche der Bande multipiziert. 
3.2.4 Zytokinnachweis mittels ELISA 
Zum quantitativen Nachweis von Zytokinen wurde ein Sandwich-ELISA („enzyme linked 
immunosorbent assay“) verwendet, bei dem zwei Antikörper, die an unterschiedlichen Epitopen des 
Proteins spezifisch binden, eingesetzt werden. Der Erstantikörper ist an der Festphase gebunden und 
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dient dazu, das Antigen zu binden. Der zweite Antikörper, an den ein Enzym gekoppelt ist, dient dem 
Proteinnachweis („detection“). Die Zugabe eines Testsubstrats führt zu einem farbigen, messbaren 
Produkt. Für die Zytokinbestimmung wurden zellfreie Überstände benutzt, die bis zur Analyse für 
wenige Tage bei -20°C gelagert wurden. Die Durchführung der Analysen erfolgte exakt nach den 
Angaben des Herstellers. Als Substrat wurde BD OPTEIATM TMB Substrate Reagent Set verwendet. 
Es wurden Doppelbestimmungen der in PBS/10%FCS verdünnten Proben durchgeführt und die 
Auswertung wurde mit einem Mikrotiterplatten-Photometer bei 490 nm (Messfilter) gegen 630 nm 
(Referenzfilter) durchgeführt. Unter Verwendung einer Standardreihe mit rekombinanten Zytokinen 
wurden die Konzentrationen mit Hilfe des Auswerteprogramms „Magellan V 5.0“ (Tecan, Salzburg, 





Nachweis von NO2- in Zellüberständen 
Zum Nachweis von NO2- wurden zellfreie Überstände, die 48 h nach der Stimulation von Makrophagen 
gewonnen wurden, verwendet. NO2- ist ein Abbauprodukt von NO, das antibakterielle Wirkung hat und 
von Makrophagen nach Stimulation sezerniert wird. Zur Bestimmung des NO2- -Gehalts wurden die 
Überstände 1:2 in eine 96-well-Flachbodenplatte überführt (100 µl). Als Standard wurde eine 
Verdünnungsreihe aus NaNO2 angelegt. Durch Zugabe von 100 µl der Reagenzien Griess A und 
Griess B im Verhältnis 1:2 wurde eine Farbreaktion ausgelöst. Die Absorption wurde mit einem 
Mikrotiterplatten-Photometer bei 550 nm gegen 630 nm Referenzwellenlänge gemessen und der 
NO2--Gehalt mit Hilfe des Auswerteprogramms „Magellan V 5.0“ berechnet. 
MTT Test 
Stimulierte Zellen wurden nach Abnahme der Überstände für die Zytokinbestimmung auf den Umsatz 
von MTT untersucht, um die Vitalität der Zellen zu überprüfen. Das Tetrazoliumsalz MTT 
(3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid) wird in lebenden Zellen durch die 
enzymatischen Aktivitäten mitochondrialer Dehydrogenasen zu einem dunkelblauen wasser-
unlöslichen Formazanderivat reduziert. 20 µl MTT-Lösung (2,5 mg/ml MTT/PBS) und 20 µl 
Medium/5 % FCS wurden zum verbliebenen Restvolumen auf die Zellen dazugegeben. Nach 4 h 
Inkubation wurden die Farbniederschläge mit 150 µl Isopropanol/4 % HCl gelöst und die Absorption im 
Photometer bei 550 nm gegen 630 nm Referenzwellenlänge gemessen. 
Durchflusszytometrie 
Das Durchflusszytometer ermöglicht das Zählen und die Analyse von physikalischen und molekularen 
Eigenschaften von Partikeln wie z.B. Zellen in einem Flüssigkeitsstrom. Dafür besteht das 
Durchflusszytometer aus elektronischen, mechanischen und optischen Komponenten: das 
Flusssystem, das optische System und das Detektionssystem, womit eine multiparametrische 
Messung und Analyse bezüglich der Fluoreszenzmarkierung, Größe und Granularität jeder Zelle 
ermöglicht wird. Die Zellsuspension wird zunächst mittels Druck in die Messkanüle gedrückt und durch 
eine trichterartige Verengung beschleunigt, wodurch sich die Zellen in einem feinen Flüssigkeitsstrom 
einzeln hintereinander anordnen (hydrodynamische Fokussierung). Die Zellen werden einzeln von 
einem oder mehreren Lasern erfasst und angeregt. Photomultiplikatoren messen die Streuung des 
Laserlichts, wobei die Vorwärts-Lichstreuung (FSC, „forward scatter“) mit der Größe der Zellen 
korreliert und die seitliche Lichtstreuung (SSC, „sideward scatter“) der Granularität bzw. dem 
   42 
  Material und Methoden 
Plasma/Kern-Verhältnis der Zellen entspricht. Als weiterer Parameter kann die Fluoreszenz bestimmt 
werden. Dazu wurden die Zellen mit den angegebenen Fluorophor-markierten Antikörpern gefärbt. 
Der Laserstrahl regt die jeweiligen Fluorochrome an, die daraufhin Licht charakteristischer 
Wellenlänge emittieren. Im BD FACS Canto System stehen hierfür zwei Laser (Helium-Neon Laser 
633 nm und Coherent Saphire Laser 488 nm) und sechs Kanäle (FL1-FL6) zur Verfügung. Dieses 
emittierte Licht wird mit dem „detector array“ erfasst und in seine spektralen Komponenten zerlegt. 
Zuerst wird das Licht mit der längsten Wellenlänge erfasst (üblicherweise PE-Cy7) und am Schluss 
das Licht mit der kürzesten Wellenlänge (FITC). Mit nachgeschalteten elektronischen Komponenten 
wird das Signal verstärkt und in ein digitales Messsignal umgewandelt. Die Datendarstellung und 
-auswertung erfolgte mit dem Softwareprogramm „FACS Diva V 4.1.2“ und WinMDI 2.9. 
3.2.7.1 Messung der Aufnahme FITC-markierter Oligodeoxynukleotide 
Zur Messung der Aufnahme von ODN wurden 0,5 x 106 Zellen in 500 µl Medium mit der angegebenen 
Konzentration Fluoreszenzmarkierter ODN für 4 h bei 37°C oder bei 4°C inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen dreimal bei 4°C mit PBS/2%FCS gewaschen und anschließend im FACS auf die 
Stärke des Fluoreszenz-Signals untersucht. Vom Median des Signals bei 37°C wurde der Median bei 
4°C abgezogen, der die unspezifische Bindung der ODN an die Zellen darstellt.  
3.2.7.2 Färbung von zellulären Oberflächenmarkern 
Mittels Fluoreszenz-markierter Antikörper wurde die Regulation von Oberflächenmolekülen auf 
BMDCs untersucht. Hierzu wurden 1 x 106 Zellen in einer 24-well Platte für 7 h (zur Messung von 
MHC-Klasse II und CD86) bzw. für 21 h (zur Messung von CD80 und CD40) wie angegeben 
stimuliert, auf Eis vom Zellboden abgeschabt und in FACS-Röhrchen überführt. Die Zellen wurden bei 
4°C mit PBS/2%FCS gewaschen und die Proben auf 100 µl eingestellt. Die Zellen wurden für 30 min 
mit dem entsprechenden Antikörper auf Eis inkubiert, dreimal gewaschen und im Durchflusszytometer 
analysiert. Zuerst wurden die Zellen auf Grund ihrer Größe und Granularität im FSC und SSC 
identifiziert und tote Zellen somit ausgeschlossen. Es wurden von diesen so identifizierten Zellen 
10.000 gemessen („Live gating“). Ungefärbte Zellen und Isotypkontrollen wurden verwendet, um die 
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4 Ergebnisse 
4.1 Funktionelle Mutationsanalyse der TLR9-Ektodomäne 
In der Extrazellulärdomäne (ECD) von TLRs kommen neben regelmäßigen, dem Konsensus-Motiv 
entsprechenden, LRRs auch irreguläre LRRs vor. Diese beinhalten nach Position 10 bzw. 15 
Aminosäuren, welche nicht dem Konsensus-LRR-Motiv entsprechen und ragen wahrscheinlich aus 
der hufeisenförmigen ECD heraus. Die verschiedenen TLRs variieren in der Position und Anzahl 
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Abbildung 4-1 Position Irregulärer LRRs innerhalb von 
TLR9 und TLR3 
TLR3 und TLR7/9 sind schematisch dargestellt. TLR3 
besteht aus 23 Leucin-rich repeats (LRRs), TLR7 und TLR9 
jeweils aus 25 LRRs. TLR7 und TLR9 tragen beide fünf 
unregelmäßige LRRs an denselben Positionen. In LRR2, 
LRR5, LRR8 und LRR11 kommen Insertionen nach Position 
10 des Konsensus-LRR-Motivs vor, in LRR20 liegt die 
Insertion nach Position 15. TLR3 beinhaltet lediglich zwei 
irreguläre LRRs (LRR12 und LRR20) mit jeweils der 
Insertion nach Position 15 des LRR-Motivs. Die 
Extrazellulärdomäne aller TLRs wird sowohl N-, als auch C-
terminal von einer Kappe (cap) abgeschlossen, die 
hydrophobe Reste einschließt. 
 
Die ECD von TLR9 erkennt CpG-DNA. Es ist bisher wenig über die Regionen der ECD bekannt, 
welche die Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung vermitteln. Bei anderen TLRs spielen 
Insertionen-tragende irreguläre LRRs eine Rolle in der Ligandenbindung. Deshalb sollte durch 
zielgerichtete Mutationen der Einfluss dieser irregulären LRRs auf die Rezeptorfunktion untersucht 
werden. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass irreguläre LRRs zur DNA-Bindung und 
sequenzspezifischen Erkennung beitragen. 
4.1.1 Analyse von TLR9-YFP-Deletionsmutanten  
In TLR9 kommen in LRR2, -5, -8 und -11 Insertionen nach Position 10 des Konsensus-LRR-Motivs 
vor und in LRR20 nach Position 15 (s. Abbildung 4-2).  
 
Position des LRRs Insertion nach Pos. 15Insertion nach Pos. 10
 LRR-Motiv XLXXLXLXXN  XΦXX Φ  XXXXFXXLX 
                        
 LRR2 NLRQLNLKWN CPPTGLSPLHFSC HMT  I  EPRTFLAMR 
 LRR5 SLRVLFMDGN CYYKNPCT GAVK V  TPGALLGLS  
 LRR8 SLRVLDVGGN CRRCDHAPNPCIECGQ KSLH L  HPETFHHLS  
 LRR11 RLRKLNLSFN YRKKV SFAR LH  LASSFKNLV 
 LRR16 RLQCLSLSHN  SIAQAV  NGSQFLPLT  
 LRR20  SVRFLDFSGN   GMGR M WDEGGL YLHFFQGLS  
 
 
Abbildung 4-2 Irreguläre LRRs innerhalb der TLR9-ECD 
Dargestellt sind die Sequenz der irregulären LRRs, des regulären LRR16, sowie das Konsensus-LRR-Motiv (LRR-
Motiv). LRR2, LRR5, LRR8 und LRR11 tragen eine Insertion nach Position 10 des LRR-Motivs (rot unterlegt). In 
LRR20 kommt die Insertion nach Position 15 vor (blau unterlegt). X: beliebige Aminosäure, Φ: hydrophobe 
Aminosäure. 
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Zunächst wurden diese LRRs in einem TLR9-YFP-Expressions-Plasmid deletiert (Del_LRRx) und in 
einem NFκB-abhängigen Luziferase-System auf Aktivität nach Stimulation mit CpG-ODN untersucht. 
TLR9wt-YFP zeigte nach Stimulation mit CpG-ODN 1668 eine 3,6-fache Aktivierung gegenüber der 
unstimulierten Kontrolle. Alle getesteten Deletionsmutanten zeigten dagegen einen kompletten 






































































































































Abbildung 4-3 Funktionelle Untersuchung von TLR9-YFP-Deletionsmutanten (Del_LRR) 
(A): HEK293-Zellen wurden im 24-well Format mit 25 ng der angegebenen YFP-markierten Konstrukte und NFκB-
Reporter transfiziert und 48 h später mit 1 µM CpG-ODN (1668) für weitere 6 h stimuliert. Mittels eines Luziferase-
Assays wurde die Aktivität der Mutanten untersucht. Aufgetragen sind die Ergebnisse von Doppelbestimmungen mit 
Standardabweichungen aus einem Experiment, welches repräsentativ für drei Durchführungen ist. (B): HEK293-Zellen 
wurden im 6-well Format mit 4 µg des angegebenen YFP-markierten Konstruktes transfiziert. Die 48 h später 
gewonnenen Proteinlysate wurden in einer Westernblotanalyse gegen YFP verwendet. (C): HEK293-Zellen wurden im 
24-well-Format mit 0,8 µg des angegebenen YFP-markierten Konstruktes transfiziert und 48 h später 
durchflusszytometrisch auf die YFP-Expression untersucht. Grau unterlegt: untransfiziert; schwarze Linie: TLR9wt; 
graue Linie: TLR9_Del_LRRx. LV: Leervektor 
 
Die Expression der Mutanten wurde sowohl in Westernblot- als auch in FACS-Analysen untersucht 
(s. Abbildung 4-3B+C). Die verschiedenen Mutanten wurden alle mit der erwarteten Größe von 
TLR9wt-YFP (ca. 160 kDa) exprimiert. Die Transfektionseffizienz lag sowohl bei TLR9wt als auch bei 
allen untersuchten Mutanten zwischen 58 und 63% (s. Abbildung 4-3C). Somit konnte fehlende oder 
unterschiedlich starke Expression als Grund für den Funktionsverlust der Deletionsmutanten 
ausgeschlossen werden. Als weitere Kontrolle wurde LRR16, welches keine Insertion enthält und dem 
Kosensusmotiv entspricht, deletiert. Es wurde die Hypothese aufgestellt wurde, dass die Deletion 
eines kompletten LRRs einen großen Einfluss auf die Gesamtstruktur der ECD haben könnte, und 
dies der Grund des Funktionsverlustes aller Mutanten ist. 
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Für TLR3 wurde beschrieben, dass eine Überexpression zu einer Autoaktivierung des Rezeptors auch 
ohne Ligandenzugabe führt (Bell et al. 2006). So konnte bei Mutanten gezeigt werden, dass diese 
trotz fehlender ligandeninduzierter Aktivierbarkeit prinzipiell noch zur Signalgebung fähig waren. Aus 
diesem Grunde wurde untersucht, ob dies auch für TLR9 zu beobachten ist. Die Überexpression von 
TLR9wt-YFP führte jedoch nur zu minimaler Autoaktivierung des Rezeptors (s. Abbildung 4-4). Die 
Stärke der Aktivierung nahm im NFκB-abhängigen Luziferase-Reporter-System nach Stimulation mit 
CpG-ODN mit steigenden Plamidkonzentrationen zunächst zu, dann jedoch wieder ab. Somit konnte 
mittels dieser Technik die Frage, ob die TLR9-Mutanten prinzipiell noch zu einer Signalweitergabe 



























Abbildung 4-4 Überexpression von TLR9-YFP  
HEK293-Zellen wurden mit steigender Menge TLR9-
YFP-Plasmid (10 ng, 25 ng, 100 ng, 200 ng und 
400 ng) und NFκB-Reporter transfiziert, 48 h später 
mit 1 µM CpG-ODN (1668) für weitere 6 h stimuliert 
und in einem Luziferase-Assay untersucht. Gezeigt 
ist jeweils eines von drei vergleichbaren 
Experimenten. Abgebildet sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen 
eines Versuches. LV: Leervektor 
Für später folgende Koimmunopräzipitationsstudien wurde die C-terminale YFP-Markierung im TLR9-
Plasmid durch eine ebenfalls C-terminale HA-Markierung ersetzt und der Rezeptor auf seine 
CpG-ODN induzierte NFκB-abhängige Luziferase-Aktivität untersucht (s.Abbildung 4-5). Die 
Stimulation von TLR9-HA führte im Vergleich zu TLR9-YFP zu einer deutlich höheren Aktivierbarkeit. 
Somit hatte die im Vergleich zur HA-Markierung (ca. 1,5 kDa) relativ große YFP-Markierung von 
ca. 43 kDa Einfluss auf die Stärke der Aktivierbarkeit, weshalb im Weiteren mit HA-markierten 














   
   




























Abbildung 4-5 Vergleich verschiedener TLR9-Markierungen 
HEK293-Zellen wurden mit 25 ng der verschieden markierten 
TLR9-Plasmide und NFκB-Reporter transfiziert, 48 h später mit 
1µM CpG-ODN (1668) für weitere 6 h stimuliert und in einem 
Luziferase-Assay untersucht. Gezeigt ist jeweils eines von drei 
vergleichbaren Experimenten. Aufgetragen sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines 
Versuches. LV: Leervektor 
4.1.2 Funktionelle Untersuchung irregulärer LRR-Module in mTLR9-HA 
Um einen Einfluss der YFP-Markierung auf die in 4.1.1 dargestellten Ergebnisse auszuschließen, 
wurde bei den oben untersuchten TLR9-Mutanten ebenfalls die YFP-Markierung durch eine HA-
Markierung ersetzt. Die Funktion der Mutanten wurde nach transienter Transfektion im NFκB-
abhänigen Luziferase-Reportersystem ermittelt. Um den Einfluss der Transfektionseffizienz auf die 
Ergebnisse zu minimieren, wurde im Folgenden mit einem Dual-Luziferase-System gearbeitet. Erneut 
zeigten die Mutanten, welche jeweils ein unregelmäßiges LRR weniger besaßen (Deletion eines 
kompletten LRRs), keine Aktivität mehr auf Stimulation mit CpG-ODN (s. Abbildung 4-6A).  
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Abbildung 4-6 Funktionelle Untersuchung von TLR9-HA-Deletionsmutanten 
(A): HEK293-Zellen wurden im 24-well Format mit 25 ng des angegebenen HA-markierten Konstruktes und NFκB-
Reporter transfiziert und 48 h später mit 1 µM CpG-ODN (1668) für weitere 6 h stimuliert. Mittels eines Luziferase-
Assays wurde die Aktivität der Mutanten untersucht. Aufgetragen sind Doppelbestimmungen mit 
Standardabweichungen aus einem Experiment, welches repräsentativ für zwei Durchführungen ist. (B): HEK293-
Zellen wurden im 6-well Format mit 4 µg der angegebenen HA-markierten Konstrukte transfiziert. Die 48 h später 
gewonnenen Proteinlysate wurden in einer Westernblotanalyse gegen die HA-Markierung verwendet. LV: Leervektor 
 
Ebenso bewirkte die Deletion des regelmäßigen LRR16 einen vollständigen Funktionsverlust. 
Lediglich im Falle von LRR11 konnte noch eine minimale Restaktivität beobachtet werden. Die Stärke 
der Expression und die Größe der Proteine wurden mittels einer Westenblotanalyse untersucht 
(s. Abbildung 4-6B). Alle Mutanten waren mindestens genauso stark wie TLR9wt exprimiert. Die 
Bande bei TLR9wt war auf der erwarteten Höhe von ca. 135 kDa zu beobachten.  
Zusätzlich zu der Banden auf erwarteter Höhe, trat auf Höhe von ca. 95 kDa eine weitere Bande auf. 
Da die HA-Markierung C-terminal angefügt ist, handelt es sich hierbei wahrscheinlich um ein 
Fragment von TLR9, welches N-terminal verkürzt ist. Ein weiteres offenes Leseraster (ORF=open 
reading frame), welches mit der Größe korrelieren würde, liegt in der TLR9-Sequenz jedoch nicht vor, 
sodass es sich bei der Bande wahrscheinlich um ein Spaltprodukt handelt. Die Mutanten zeigten ein 
gleiches Bandenmuster: Die Bande auf Höhe von 135 kDa und ca. 95 kDa waren beide bei allen 
untersuchten Mutanten zu beobachten. Beide Banden waren für die Transfektion der Konstrukte 
spezifisch, da sie bei Zellen, welche mit Leervektor transfiziert worden waren nicht auftraten. 
Um den gesonderten Effekt der Insertionen selbst zu beurteilen, wurden in einem weiteren Ansatz nur 































































































Abbildung 4-7 Funktionelle Untersuchung von TLR9-HA-Deletionsmutanten (Del_InsX) 
(A): HEK293-Zellen wurden im 24-well Format mit 25 ng des angegebenen HA-markierten Konstruktes und NFκB-
Reporter transfiziert und 48 h später mit 1 µM CpG-ODN (1668) für weitere 6 h stimuliert. Mittels eines Luziferase-
Assays wurde die Aktivität der Mutanten untersucht. Aufgetragen sind Doppelbestimmungen mit 
Standardabweichungen aus einem Experiment, welches repräsentativ für drei Durchführungen ist. (B): HEK293-Zellen 
wurden im 6-well Format mit 4 µg der angegebenen HA-markierten Konstrukte transfiziert. Die 48 h später 
gewonnenen Proteinlysate wurden in einer Westernblotanalyse gegen die HA-Markierung verwendet. LV: Leervektor 
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Das Fehlen der Insertion in LRR11 und in LRR 20 ließ noch eine Stimulation mit CpG-ODN zu, 
während die Abwesenheit der Insertionen in LRR2, -5 und -8 zu einem kompletten Funktionsverlust 
des Rezeptors führte. Die Aktivität der responsiven Mutanten lag für alle Fälle unter der des TLR9-
Wildtyps. Auch bei den Mutanten, bei denen jeweils eine spezifische Insertion deletiert worden war, 
wurde die Expression nach transienter Transfektion in HEK293-Zellen mittels Westernblotanalysen 
untersucht (s. Abbildung 4-7B). Alle Mutanten zeigten eine Expression von mindestens gleicher Stärke 
wie TLR9-Wildtyp. Auch bei den hier untersuchten Mutanten trat das oben beschriebene 
Bandenmuster auf. Sowohl bei TLR9wt als auch bei den Mutanten waren eine Bande auf der 























Abbildung 4-8 Funktionelle Untersuchung des LRR11 
und LRR20 
HEK293-Zellen wurden im 24-well Format mit 25, 200, 
bzw. 400 ng des angegebenen HA-markierten 
Konstruktes und NFκB-Reporter transfiziert und 48 h 
später mit 1 µM CpG-ODN (1668) für weitere 6 h 
stimuliert. Mittels eines Luziferase-Assays wurde die 
Aktivität der Mutanten untersucht. Aufgetragen sind 
Doppelbestimmungen mit Standardabweichungen aus 
einem Experiment, welches repräsentativ für drei 
Durchführungen ist. 
 
Bei höher eingesetzten Plasmidmengen, konnte das Ausmaß der NFκB-abhängigen Antwort für die 
Deletion der Insertion11 auf gleiches Niveau wie beim wt-Rezeptor angehoben werden und auch für 
Del_Ins20 noch leicht gesteigert werden. Bei Mutanten, die bei 25 ng transfiziertem Plasmid keine 
Aktivierung aufwiesen, wie es z.B. für Del_LRR20 der Fall war, konnte durch Erhöhung der 
eingesetzten Plasmidmenge jedoch keine Responsivität gegenüber CpG-ODN erzielt werden 
(s. Abbildung 4-8).  



















































Abbildung 4-9 Funktion einzelner Aminosäuren in 
LRR8 
(A): HEK293-Zellen wurden mit 100 ng des 
angegebenen TLR9-Konstruktes und Reporter-
plasmiden transfiziert, 48 h später mit 1 µM CpG-ODN 
(1668) für weitere 6 h stimuliert und in einem 
Luziferase-Assay untersucht. Aufgetragen sind Mittel-
werte aus Doppelbestimmungen mit Standard-
abweichungen aus einem Experiment, welches 
repräsentativ für drei Durchführungen ist. (B): HEK293-
Zellen wurden im 6-well Format mit 4 µg des 
angegebenen HA-markierten Konstruktes transfiziert. 
Die 48 h später gewonnenen Proteinlysate wurden in 
einer Westernblotanalyse gegen die HA-Markierung 
verwendet. LV: Leervektor 
 
In der Insertion von LRR8 kommen zwei CXXC-Motive vor, die durch sechs Aminosäuren voneinander 
getrennt sind. Einem solchen Motiv wurde in einem anderen Protein eine Rolle bei der Bindung von 
unmethylierten CpG-Dinukleotiden zugeschrieben (Lee et al. 2001). Auch im humanen TLR8 wurde 
für dieses Motiv eine wichtige Rolle bei der Rezeptoraktivierung beschrieben (Gibbard et al. 2006). 
Deshalb wurden im Bereich des LRR8 Punktmutationen eingeführt. Die Mutation des ersten Cysteins 
im CXXC-Motiv zu einem Serin (C255S) führte zu einem kompletten Verlust der Sensitivität des 
Rezeptors gegenüber CpG-ODN (s. Abbildung 4-9A). Im Gegensatz hierzu führte die Mutation D250E 
im benachbarten Bereich zu keiner signifikanten Beeinträchtigung der TLR9-Funktion. Auch hier 
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konnte für die Punktmutationen eine erwartete Expression in einer zu TLR9wt vergleichbaren Stärke 
gezeigt werden (s. Abbildung 4-9B). 

























Abbildung 4-10 Stimulation von TLR9-HA und 
TLR7 
HEK293-Zellen wurden im 24-well Format mit 
dem 25 ng TLR9-HA bzw. TLR7 und NFκB-
Reporter transfiziert und 48 h später mit 1µM 
CpG-ODN (1668), 1 µg/ml R848 oder mit beiden 
Stimuli für weitere 6 h stimuliert. Mittels eines 
Luziferase-Assays wurde die Aktivität der 
Rezeptoren untersucht. Aufgetragen sind 
Doppelbestimmungen mit Standardabweichung-
en aus einem Experiment, welches repräsentativ 
für zwei Durchführungen ist. 
TLR9 und TLR7 haben ein gleiches Muster im Bezug auf das Vorkommen von irregulären LRRs, sind 
in der Struktur der ECD sehr ähnlich und erkennen beide Nukleinsäuren. Da die Deletion eines LRRs 
zu einem Funktionsverlust von TLR9 führte, sollte getestet werde, ob die Responsivität durch 
Substitution des deletierten Bereichs mit dem homologen Bereich aus TLR7 rekonstituiert werden 
kann. Eine weitere Arbeitshypothese war, dass die irregulären LRRs für die unterschiedliche 
Ligandenspezifität der Rezeptoren verantwortlich sind. Diese Hypothese sollte ebenfalls durch 
Ersetzen der unregelmäßigen LRRs in TLR9 durch die entsprechenden LRRs aus TLR7 getestet 
werden. Zunächst wurde untersucht, ob TLR7 und TLR9 bei einer Kostimulation mit CpG-ODN und 
R848, einem synthetischen TLR7-Liganden, in gleichem Maße stimuliert werden, wie durch den 
jeweils spezifischen Liganden alleine (s. Abbildung 4-10).  
Es zeigte sich, dass R848 ebenso wenig Einfluss auf die CpG-ODN-induzierte TLR9 Aktivierung hatte, 
wie CpG-ODN auf die R848-induzierte TLR7-Aktivierung. Somit konnte in den nachfolgenden 
funktionellen Untersuchungen der TLR7/9-Chimären im NFκB-abhängigen Luziferase-System auf eine 
Stimulation mit den einzelnen Liganden verzichtet werden, und es wurde nur die durch Kostimulation 
mit CpG-ODN und R848 induzierte Aktivität untersucht.  
In Abbildung 4-11 ist zu sehen, dass keines der Konstrukte mit jeweils einem ausgetauschten LRR-
Modul aus TLR7 responsiv gegenüber einer Stimulation mit den beiden Liganden war. Auch der 
Austausch des regelmäßigen LRR16 führte erneut und überraschenderweise zu einem kompletten 
Funktionsverlust von TLR9. Höhere Plasmidkonzentrationen (200 ng im Vergleich zu 25 ng) führten 
sowohl bei TLR9wt als auch bei TLR7wt zu einer gesteigerten Responsivität gegenüber einer 
Kostimulation mit CpG-ODN und R848. Es konnte jedoch keine Aktivierbarkeit der getesteten 
chimären Rezeptoren erzielt werden. Die fehlende Responsivität war nicht auf mangelnde Expression 
zurückzuführen, da dies mittels Westernblotanalysen ausgeschlossen werden konnte: Die getesteten 
Mutanten zeigten alle eine mit TLR9-Wildtyp vergleichbar starke Expression und wiesen das gleiche 
Bandenmuster auf. Es waren zwei Banden auf Höhe von 135 kDa und 95 kDa zu beobachten. Wie 
oben beschrieben, entspricht die obere Bande der erwarteten Größe von TLR9wt. 
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Abbildung 4-11 Untersuchung der TLR7-TLR9-Chimären 
In TLR9wt wurden einzeln alle unregelmäßigen LRRs durch die entsprechenden aus TLR7 ersetzt (sLRRx). (A): HEK293-
Zellen wurden im 24-well Format mit 25 bzw. 200 ng des angegebenen HA-markierten Konstruktes und NFκB-Reporter 
transfiziert und 48 h später mit 1 µM CpG-ODN (1668) und 1 µg/ml R848 für weitere 6 h kostimuliert. Mittels eines 
Luziferase-Assays wurde die Aktivität der Mutanten untersucht. Aufgetragen sind Doppelbestimmungen mit 
Standardabweichungen aus einem Experiment, welches repräsentativ für zwei Durchführungen ist. (B): HEK293-Zellen 
wurden mit 4 µg des angegebenen HA-markierten Konstruktes transfiziert. Die 48 h später gewonnenen Proteinlysate 
wurden in einer Westernblotanalyse gegen die HA-Markierung verwendet. 
 
Im Folgenden wurden in TLR9wt die unregelmäßigen LRRs nacheinander alle durch die 
entsprechenden LRRs aus TLR7 ersetzt, sodass ein Rezeptor entstand, bei dem alle LRRs, die eine 
Insertion beinhalteten, aus TLR7 stammten. Auch diese Konstrukte konnten mit einer Stimulation 
durch CpG-ODN und R848 nicht aktiviert werden. Dies zeigte, dass die Responsivität gegenüber dem 
TLR9-Liganden verloren ging. Darüber hinaus wird deutlich, dass der Austausch der unregelmäßigen 
LRRs zu keinem Wechsel in der Ligandenspezifität von CpG-ODN zu dem TLR7-Liganden R848 
führte (s. Abbildung 4-12A). Dies war nicht auf eine verminderte Expression zurückzuführen, da alle 
untersuchten Mutanten in Westernblotanalysen eine ähnlich starke Expression aufwiesen 
(s. Abbildung 4-12, Bande 130 kDa). Auffälligerweise war die Bande auf Höhe von ca. 95 kDa jedoch 
bei den untersuchten Mutanten nur sehr schwach und nur bei sehr langer Belichtungszeit detektierbar. 
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Abbildung 4-12 Untersuchung der TLR7-TLR9-Chimären II 
In TLR9wt wurden nacheinander alle unregelmäßigen LRRs durch die entsprechenden aus TLR7 ersetzt. sLRRX gibt 
an, welche irregulären LRRs ersetzt sind. sLRR2.5.8.11.20 stellt einen Rezeptor dar, bei dem alle irregulären LRRs 
durch die aus TLR7 ersetzt wurden. (A): HEK293-Zellen wurden im 24-well Format mit 25 bzw. 200 ng des 
angegebenen HA-markierten Konstruktes und NFκB-Reporter transfiziert und 48 h später mit 1 µM CpG-ODN (1668) 
und 1 µg/ml R848 für weitere 6 h kostimuliert. Mittels eines Luziferase-Assays wurde die Aktivität der Mutanten 
untersucht. Aufgetragen sind Doppelbestimmungen mit Standardabweichungen aus einem Experiment, welches 
repräsentativ für zwei Durchführungen ist. (B): HEK293-Zellen wurden mit 4 µg des angegebenen HA-markierten 
Konstruktes transfiziert. Die 48 h später gewonnenen Proteinlysate wurden in einer Westernblotanalyse gegen die HA-
Markierung verwendet. 
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4.1.4 N-terminale Bereiche sind für die TLR9-Aktivierung essentiell 
Nachdem gezeigt wurde, dass die Insertionen in LRR2, LRR5 und LRR8 eine Rolle bei der 
Ligandenbindung spielen, wurde die Rolle verschiedener diskreter Stellen im N-terminalen Bereich der 
TLR9-ECD untersucht. Um die Ergebnisse besser interpretieren zu können, wurde in einer 
Kooperation mit A. Weber und A. Kubarenko (DKFZ, Heidelberg) ein dreidimensionales Homologie-
Modell der TLR9-ECD erstellt. 
4.1.4.1 Die Rolle von LRR6 
LRR6 ist ein regelmäßiges LRR, welches zum bakteriellen Subtyp gehört und die größte Homologie 
zwischen TLR7 und TLR9 aufweist (66%). Dieses wurde im TLR9 ebenfalls durch das entsprechende 
aus TLR7 ersetzt. Diese Mutante konnte nicht durch CpG-ODN aktiviert werden (s. Abbildung 4-13A). 
Um den Bereich genauer einzugrenzen, welcher zu diesem Funktionsverlust führte, wurde sowohl der 
erste Teil des LRR6 (sLRR6_1), der die ersten zehn hoch konservierten Aminosäuren des LRR-
Motivs beinhaltet (orange in Abbildung 4-13B) und die konkave ß-Faltblatt-Struktur der ECD bildet, als 
auch der restliche Teil (LRR6_2) (grün in Abbildung 4-13B) einzeln ausgetauscht. Während die 
Mutante sLRR6_1 noch Responsivität gegenüber CpG-ODN aufwies, führte der Austausch der 
letzteren Aminosäuren weiterhin zu einem kompletten Aktivitätsverlust. Dies war nicht zu erwarten, da 
sich TLR9 und TLR7 in diesem Teil lediglich in 4 Aminosäuren unterscheiden (Position, Aminosäure 




































































































Abbildung 4-13 Funktion des LRR6 
(A): HEK293-Zellen wurden mit 100 ng angegebenen TLR9-Mutanten und NFκB-Reporter transfiziert, 48 h später mit 
1 µM CpG-ODN (1668) für weitere 6 h stimuliert und in einem Luziferase-Assay untersucht. Gezeigt ist die x-fache 
Induktion gegenüber der jeweiligen unstimulierten Kontrolle. (B): Struktur des LRR6 in der mTLR9-ECD und 
Aminosäuresequenzen von LRR6 aus mTLR9 und mTLR7. Bereit gestellt von A.Kubarenko, DKFZ, Heidelberg 
(C): Homologie Model für TLR9 und die Mutante sLRR6_2, in dem positive Oberflächenladung blau und negative rot 
dargestellt is. (D): HEK293-Zellen wurden im 6-well Format mit 4 µg des angegebenen HA-markierten Konstruktes 
transfiziert. Die 48 h später gewonnenen Proteinlysate wurden in einer Westernblotanalyse gegen die HA-Markierung 
verwendet. LV: Leervektor 
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Es zeigte sich jedoch, dass die Oberflächenladung im Homologiemodell durch die Mutationen stark 
verändert war (s. Abbildung 4-13C). Um die Rolle der einzelnen Aminosäuren genauer zu 
untersuchen, wurden im Folgenden die Aminosäuren, welche sich zwischen TLR9 und TLR7 in 
diesem Bereich unterscheiden, einzeln zu der entsprechenden in TLR7 mutiert. Diese Mutanten 
zeigten jedoch alle bis auf L211V nach transienter Transfektion im NFκB-abhängigen Luziferase-
System volle CpG-ODN induzierte Aktivität (s. Abbildung 4-13A). Die Mutante L211V zeigte zwar eine 
reduzierte Luziferase-Aktivität gegenüber dem Wildtyp, jedoch war auch in der unstimulierten 
Kontrolle eine geringere Basalaktivität zu beobachten, sodass es zu einer gleichen x-fachen Induktion 
wie bei TLR9wt kam. Im Homologiemodell der TLR9-ECD führten die beschriebenen Mutationen 
einzeln zu keiner signifikanten Veränderung in der Oberflächenladung (Daten nicht gezeigt). Somit 
haben die Mutationen nur im Zusammenspiel und nicht unabhängig voneinander Einfluss auf die 
lokale Struktur oder Ladung dieser oder benachbarter Regionen, oder auf andere Aspekte, die wichtig 
für eine einwandfreie Rezeptorfunktion sind, wie z.B. Oberflächenladung. Auch für diese Mutanten 
wurde die zum Wildtyp vergleichbare Expression in einer Westerblotanalyse nachgewiesen 
(s. Abbildung 4-13D) 
4.1.4.2 Konservierte, positiv geladene Bereiche im N-Terminus sind in die TLR9 Aktivierung 
 involviert 
Für TLR3 wurde die Kristallstruktur des Rezeptors gebunden an den Liganden dsRNA publiziert (Liu 
et al. 2008). Es wurde gezeigt, dass die RNA an eine N-terminale und eine C-terminale Bindungsstelle 
des Rezeptors bindet. Die Auswertung der Kristallstruktur und Mutationsstudien an der N-terminal 
gelegenen Bindungsstelle zeigten die Rolle konservierter Histidinreste (H39 and H60) bei der 
Interaktion mit Phosphatresten des Zuckerrückgrats der RNA (Liu et al. 2008; Pirher et al. 2008). Die 
Histidine lagen in einem von zwei N-terminal gelegenen positiven Bereichen. Der zweite positiv 
geladene Bereich war in keine Prozesse bei der Rezeptoraktivierung involviert (s. Abbildung 4-14A). 
In Kooperation mit Dr. A. Weber (DKFZ, Heidelberg) konnten auch im N-terminalen Bereich der TLR9-
ECD konservierte Histidine identifiziert werden (H76, H77 und H79), die im Modell für TLR9 in einem 
(Patch2) von zwei benachbarten positiv geladenen Bereichen lagen (s. Abbildung 4-14A). Die 
Histidine sind zum Zeitpunkt der Interaktion der ECD mit dem Liganden höchst wahrscheinlich positiv 
und somit komplementär zum DNA-Rückgrat geladen, da der im Histidin vorkommende Imidazolring 
bei leicht sauren pH-Werten, wie sie im Endolysosom vorkommen, protoniert vorliegt.  
Um einen möglichen Einfluss der Aminosäuren auf die Rezeptoraktivität zu untersuchen, wurden die 
Histidine jeweils zu Phenylalanin mutiert, welches neutral und in seiner Größe Histidin ähnlich ist. 
Weiterhin wurde der Einfluss des Einführens einer negativ geladenen Aminosäure untersucht, indem 
die Histidinreste durch Glutamatreste ersetzt wurden. Des Weiteren wurden zwei positive Reste (K51 
und R74), die eine zweite positiv geladene Region (patch1) in Nachbarschaft der Histidine bilden, 
mutiert. Überraschenderweise hatten jedoch die Mutationen H76F, H77F und H79F noch die 
Mutationen dieser Histidine zu Glutamat einen signifikanten Effekt auf die CpG-ODN induzierte NFκB-
Aktivierung (s. Abbildung 4-14B).  
Im Gegensatz zu der erhaltenen Aktivierbarkeit, bei der Mutation der Histidinreste, kam es bei K51M 
und bei R74M, bei denen das positiv geladene Lysin bzw. Arginin durch ein neutrales Methionin 
ersetzt wurden, zu einem Funktionsverlust von CpG-induzierter TLR9-Aktivierung. Im Falle von R74M 
konnte noch eine schwache Residualaktivität beobachtet werden. Diese ging durch Substitution des 
Arginins durch Glutamat komplett verloren. Auch bei der Mutante K51E war keine Aktivierung des 
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Rezeptors mehr möglich. Der Funktionsverlust bestimmter Mutanten lag nicht an einer verminderten 
Expression, da in Westernblotanalysen diese in einer zum wt-Rezeptor vergleichbaren Stärke 
nachgewiesen werden konnte (s. Abbildung 4-14C). Auch das Bandenmuster der Mutanten war 
vergleichbar mit dem des Wildtyps: Es trat sowohl eine Bande auf Höhe der erwarteten Größe von 
TLR9wt von ca. 135 kDa als auch eine weitere Bande von ca. 95 kDa. Auffällig war, dass bei der 
Mutante R74M eine weitere Bande auftrat, die ein minimal langsameres Laufverhalten als die bei ca. 












































































































Abbildung 4-14 Funktion einzelner Aminosäuren im N-terminal gelegenen positiv geladenen Bereich 
(A): Homologie-Modell des N-terminalen Bereichs von TLR3 und TLR9 (zur Verfügung gestellt von A. Weber und 
A. Kubarenko, DKFZ, Heidelberg). Patch1 in TLR9 beinhaltet K51 und R74, Patch2 H76, H77 und H79. 
(B): HEK293-Zellen wurden mit 100 ng der angegebenen TLR9-Konstrukte und Reporterplasmiden transfiziert, 48 h 
später mit 1 µM CpG-ODN(1668) für weitere 6 h stimuliert und in einem Luziferase-Assay untersucht. Aufgetragen 
sind Doppelbestimmungen mit Standardabweichungen aus einem Experiment, welches repräsentativ für mindestens 
drei Durchführungen ist. (C): HEK293-Zellen wurden im 6-well Format mit 4 µg des angegebenen HA-markierten 
Konstruktes transfiziert. Die 48 h später gewonnenen Proteinlysate wurden in einer Westernblotanalyse gegen die 
HA-Markierung verwendet. LV: Leervektor. 
 
Somit gab es wie bei TLR3 zwei positiv geladene Bereiche im N-terminalen Abschnitt der TLR9-ECD, 
von denen einer kritisch für die Rezeptoraktivierung war. In TLR9 liegen die konservierten Histidine in 
Patch2, wohingegen sie bei TLR3 in Patch1 lokalisiert sind. Dies erklärt, warum bei TLR9 die an den 
Histidin-Resten durchgeführten Mutationen zu keiner Beeinträchtigung der Rezeptoraktivierbarkeit 
führten. Dahingegen scheinen die Aminosäuren K51 und R74 das funktionelle Korrelat zu den 
Histidinresten in TLR3 darzustellen, da Mutationen hier zu einer Beeinträchtigung der TLR9-Funktion 
führen. Bei beiden Rezeptoren induzierten somit Mutationen, welche die Oberflächenladung in Patch1 
einen Funktionsverlust des Rezeptors, während ähnliche Mutationen in Patch2 toleriert wurden. 
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4.1.5 Dominant negativer Effekt von TLR9-HA-Mutanten 
Im Folgenden sollte der Einfluss der nicht funktionellen Mutanten auf die Aktivierbarkeit des TLR9wt-
Rezeptors untersucht werden. Hierzu wurden die mutierten Konstrukte im Überschuss zusammen mit 
TLR9wt kotransfiziert und die NFκB-Aktivierung in einem Reporter-Luziferase-System ausgetestet. 
Die Rezeptoren, bei denen ein komplettes LRR deletiert wurde, führten bei Koexpression mit TLR9wt 
im Vergleich zur Koexpression von TLR9wt mit Leervektor zu einer Reduktion der CpG-ODN 
induzierten Aktivität (s. Abbildung 4-15A). Dies lässt auf eine Expression im zu erwartenden 
subzellulären Kompartiment und auf eine noch vorhandene Fähigkeit zur Dimerisierung/Interaktion mit 
TLR9wt schließen. Nur bei einer physikalischen Interaktion der Mutante mit dem Rezeptor kann es zu 




   
   
   






























































   
   
   




























































   
   




































































Abbildung 4-15 Dominant negativer Effekt der 
TLR9-Mutanten 
(A,B,C): HEK293-Zellen wurden mit 5 ng TLR9-wt, 
100 ng der angegebenen TLR9-Konstrukte bzw. 
Leervektor sowie Reporterplasmiden kotransfiziert, 
48 h später mit 1 µM CpG-ODN (1668) für weitere 
6 h stimuliert und in einem Luziferase-Assay 
untersucht. Aufgetragen sind Doppelbestim-
mungen mit Standardabweichungen aus einem 
Experiment, welches repräsentativ für mindestens 
drei Durchführungen ist. LV: Leervektor 
 
Auch das Fehlen der Insertionen in LRR2, LRR5 und LRR8 führte bei Koexpression mit TLR9wt zu 
einem dominant negativen Effekt auf die Aktivierbarkeit (s. Abbildung 4-15B). Die noch funktions-
fähigen Mutanten, Del_Ins11 und Del_Ins20 hingegen wiesen diesen Effekt, wie zu erwarten, nicht 
auf. Die Koexpression von Del_Ins11 konnte die Stimulativität auf gleiche Stärke anheben, wie sie 
durch die Expression gleicher Mengen TLR9wt erzielt wurde. Im Falle von Del_Ins20, welche bei 
alleiniger Expression schwächere Aktivität als der wt-Rezeptor aufzeigte, war dies nicht in vollem 
Ausmaß möglich. Auch die TLR9/TLR7-Chimären zeigten einen dominant negativen Effekt auf, wobei 
dieser im Falle von sLRR5 leicht schwächer als bei den anderen Mutanten ausfiel (Abbildung 4-15C). 
4.1.6 Bildung präformierter Dimere durch TLR9-HA-Mutanten 
Im Gegensatz zu TLR2 und TLR6, bei denen eine Dimerisierung des Rezeptors für eine Aktivierung 
ausreichend ist, liegt TLR9 schon im inaktiven Zustand als Dimer vor (Omueti et al. 2005; Latz et al. 
2007). Es wurde vorgeschlagen, dass die Bindung des Liganden zu einer Konformationsänderung 
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führt, die in einer Aktivierung des Signalweges resultiert. Die in 4.1.2 bis 4.1.5 funktionell untersuchten 
Mutanten wurden im Folgenden auf ihre Fähigkeit zur Bildung präformierter Dimere untersucht. Es 
sollte analysiert werden, ob die fehlende Aktivierbarkeit auf das Fehlen einer Dimerbildung 


























































































Abbildung 4-16 Dimerbildung der TLR9-
Deletions-Mutanten 
HEK293-Zellen wurden im 6-well Format 
mit 4 µg der angegebenen TLR9-HA-
Konstrukte bzw. TLR4-HA sowie TLR9wt-
myc kotransfiziert und 48 h später zur 
Zelllyse eingesetzt. TLR9-myc wurde aus 
den Lysaten präzipitiert und die Präzipitate 




Hierzu wurden die HA-markierten Mutanten mit myc-markiertem TLR9wt in HEK293-Zellen 
kotransfiziert. Aus Proteinlysaten wurde TLR9wt-myc präzipitiert und dieser mit den daran 
gebundenen Proteinen in einer Westernblotanalyse mit gegen die HA-Markierung gerichteten 
Antikörpern untersucht (s. Abbildung 4-16).  
Es zeigte sich, dass eine Präzipitation von TLR9wt-HA somit durchaus möglich war. Diese war 
spezifisch, da keine Dimerbildung mit TLR4-HA erfolgte. Auch kam es zu keiner Kopräzipitation wenn 
TLR9wt-myc nicht in die Zellen transfiziert wurde (s. Abbildung 4-16). Auffällig war, dass auch nach 
der Präzipitation das kleinere Fragment mit einer Größe von ca. 95 kDa zu sehen war, was für eine 
Rezeptorinteraktion im C-terminalen Bereich spricht.  
Die Mutanten, bei denen ein komplettes irreguläres LRR bzw. ein reguläres LRR (LRR16) deletiert 
wurde, konnten noch präformierte Dimere mit TLR9wt bilden (s. Abbildung 4-16). Die Mutanten, 
welche sich durch das Fehlen der Insertion innerhalb jeweils eines unregelmäßigen LRRs 
auszeichneten, zeigten ebenfalls noch eine Dimerbildung mit TLR9wt-myc (s. Abbildung 4-17A). Wie 
von den genannten Ergebnissen erwartet bildeten auch die TLR9/TLR7-Chimäre, bei denen einzelne 
bzw. mehrere LRRs in TLR9 durch die entsprechenden aus TLR7 ersetzt wurden, noch Dimere mit 
TLR9wt (s. Abbildung 4-17B,C). 
 









































































































































































Abbildung 4-17 Dimerbildung weiterer TLR9-Deletions-Mutanten 
HEK293-Zellen wurden im 6-well Format mit 4 µg der angegebenen TLR9-HA-Konstrukte sowie TLR9wt-myc 
kotransfiziert und 48 h später zur Zelllyse eingesetzt. TLR9-myc wurde aus den Lysaten präzipitiert und die Präzipitate 
für eine Westernblotanalyse gegen die HA-Markierung eingesetzt. Die entsprechenden Kontrollen sind in Abbildung 
4-16 aufgeführt. 
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Somit scheinen die irregulären LRRs sowie die Insertionen nicht in die Dimerbildung involviert zu sein. 
Die fehlende Responsivität der untersuchten TLR9-Mutanten ist deshalb auf die Beeinträchtigung 
eines anderen Prozesses bei der Ligandenbindung und/oder Rezeptoraktivierung zurückzuführen. 
4.1.7 Insertionen der LRRs sind an der CpG-ODN-Bindung beteiligt 
Da die Bindung von CpG-ODN bzw. DNA die Vorraussetzung für eine Aktivierung von TLR9 darstellt, 
wurde der Einfluss der unregelmäßigen LRRs und deren Insertionen auf die Rezeptoreigenschaft der 
CpG-ODN-Bindung untersucht. Hierzu wurde TLR9 mit biotinyliertem CpG-ODN aus Proteinlysaten 
von Zellen, die mit den entsprechenden Konstrukten transfizierten worden waren, gefällt (s. Abbildung 
4-18). Mittels Westernblot wurde die Menge an präzipitierter TLR9-Mutante analysiert. Der Nachweis 
der HA-Markierung erfolgte mittels Chemilumineszenz mit ECL-Reagenz. Die Chemilumineszenz-
stärke der Banden wurde EDV-unterstützt quantifiziert und die Signalstärke der gefällten Proben auf 
die Bandenstärke des RIPA-Lysates normiert. So konnten evtl. Unterschiede in der 
Transfektionseffizienz berücksichtigt werden. Die Werte der Fällung wurden in Vergleich zur Fällung 
von TLR9wt gesetzt um mehrere Versuche zusammenfassen zu können.  
TLR9wt konnte durch biotinylierte CpG-ODN gefällt werden. Die Bande der gefällten Probe war 
deutlich stärker, als die Bande des RIPA-Lysats (s. Abbildung 4-18A). Die Fällung ohne CpG-ODN 
führte wie zu erwarten nicht zu einem Vorhandensein von TLR9 in der Probe. Mit CpG-ODN konnte 
auch aus Proteinlysaten von Zellen, die mit TLR4-HA transfiziert worden waren, TLR4-HA präzipitiert 
werden. Diese unspezifische Fällung ist auf die unspezifische Bindung von PTO-ODN an Proteine zu 
begründen. Die Fällung von TLR4-HA war jedoch bezogen auf die TLR4-Menge im RIPA-Lysat 
deutlich schwächer (s. Abbildung 4-18A), und bezogen auf die Fällung von TLR9wt lag sie bei nur 
50% (s. Abbildung 4-18B). Die unspezifische Fällung konnte auch durch mehrfache Optimierung der 
Protokolle nicht weiter reduziert werden. Dies relativert Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die durch 
Fällung mit PTO-ODN Bindung an TLR9 quantifizieren, jedoch unspezifische Bindungen nicht 
berücksichtigen (Park et al. 2008). 
 
A 





























































































































































































Abbildung 4-18 Einfluss der irregulären LRRs auf die Bindung an CpG-ODN 
(A+C): HEK293-Zellen wurden im 6-well Format mit 4 µg der angegebenen TLR9-HA-Konstrukte, bzw. TLR4-HA 
transfiziert und 48 h später zur Zelllyse eingesetzt. Aus den Zelllysaten wurde mit 5 µM biotinyliertem CpG-ODN 
gefällt und die gefällten Proteine in einer Westernblotanalyse gegen die HA-Markierung eingesetzt. 
(B+D): Aufgetragen ist die prozentuale Proteinmenge der Fällung im Vergleich zu gefälltem TLR9-wt. Vorher wurde 
die Fällung auf die Menge an HA-markiertem Konstrukt im Westernblotlysat normalisiert. Gezeigt ist der Mittelwert 
mit Standardabweichung aus zwei Versuchen. F: Fällung, R: RIPA-Lysat 
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Das Fehlen eines kompletten LRR-Moduls führte im Vergleich zu TLR9wt zu einer verminderten 
Fällung an Protein. Dies war sowohl bei den in TLR9 vorkommenden unregelmäßigen LRRs der Fall, 
als auch bei dem getesteten regelmäßigen LRR16. Es war lediglich eine unspezifische Präzipitation 
sichtbar, die in gleichem Ausmaß auch bei TLR4 beobachtet werden konnte. 
Die Insertionen in den LRR-Modulen 2,5 und 8 scheinen für eine Bindung essentiell zu sein, da es bei 
einer Deletion zu keiner spezifischen Präzipitation mehr durch CpG-ODN kam. Auch hier war lediglich 
eine, wie auch bei TLR4 vorkommende, unspezifische Fällung zu sehen. Dahingegen ist bei den CpG-
ODN-responsiven Mutanten (Del_Ins11 und Del_Ins20) noch eine Fällung durch und somit eine 
Bindung an CpG-ODN möglich. Somit kann die verlorene Aktivierbarkeit sowohl der Rezeptoren, bei 
denen eine ganzes LRR-Modul deletiert wurde, als auch derer, bei denen die irregulären LRRs im 
N-terminalen Bereich fehlen auf mangelnde Bindung des Liganden an den Rezeptor zurückgeführt, 
werden. Es ist jedoch zu berücksichtigen, dass die Quantifizierung mittels dieser Methode durch 
unspezifische Bindung der CpG-ODN an andere Proteine eingeschränkt ist. 
4.2 
4.2.1 
Struktur-Aktivitäts-Beziehung von CpG-ODN 
TLR9 kann durch synthetische CpG-Oligodesoxynukleotide stimuliert werden. Als optimales Kern-
Motiv für die Stimulation von murinem TLR9 wurde die teilweise selbstkomplementäre Sequenz 
PuPuCGPyPy, wobei Pu für Purin und Py für Pyrimidin steht, identifiziert (Krieg et al. 1995). In den 
hier durchgeführten Untersuchungen wurden ODN verwendet, welche alle das Kern-Motiv 
5’-GACGTT-3’ enthielten. Es wurde bereits gezeigt, dass auch die flankierenden Regionen einen 
Einfluss auf die Stimulativität, die Aufnahme und die Stabilität der ODN haben. Die meisten Studien 
werden mit PTO-modifizierten ODN durchgeführt. PO-ODN zeigen im Vergleich zu PTO-ODN bei in 
vivo Versuchen weniger Nebenwirklungen, sind jedoch aufgrund schlechterer Aufnahme und erhöhter 
Nukleasesensitivität weniger stimulativ (Khaled et al. 1996; Monteith et al. 1997). Durch Vorarbeiten 
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass durch das Einführen eines Poly-G-Motivs am 
3’-Terminus die Aufnahme und somit auch die Stimulativität von PO-ODN gesteigert werden können. 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das CpG-Motiv von ODN wahrscheinlich als intermolekulare 
Duplexstruktur erkannt wird und darüber hinaus für die Erkennung ein freies 5’- Ende essentiell ist 
(Dalpke et al. 2002; Narayanan et al. 2003).   
Im Folgenden wurden auf diesen Erkenntnissen beruhend in Kooperation mit Prof. Dr. Richert 
(Universität Stuttgart) weitere PO-ODN entwickelt. Diese wurden von A. Patraj (AG Richert) 
synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit auf ihre immunstimulatorischen Eigenschaften untersucht. 
Intramolekuare Duplexbildung favorisierende ODN 
In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass stimulative CpG-ODN in der Lage sind, intermolekulare 
Duplexe zu bilden. Im Folgenden wurde die Immunstimulativität von ODN untersucht, welche die 
Ausbildung intramolekularer Duplexstrukturen favorisieren. Als Grundlage für die folgenden ODN 
diente das CpG-ODN SB-PO, welches sich durch ein zentrales CpG-Motiv und ein 3’-Poly-G-Motiv 
auszeichnet (s. Abbildung 4-19). In die im weitern getesteten ODN wurden Hexaethylenglycol-Spacer 
eingeführt, welche eine Duplexbildung der selbstkomplementären Teilbereiche ermöglichen und 
favorisieren. Die Spacer erleichtern somit die Rückfaltung des ODN und die Bildung von 
„abgeknickten“ Duplexen.  
Zunächst wurden ODN getestet, bei denen der rückfaltende Teil in seiner Länge von vier bis zwölf 
Basen variierte (s. Abbildung 4-19). Der komplementäre Bereich bei SB-PO-4mer schließt nur einen 
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Teil des CpG-Kern-Motivs (5’-GACGTT-3’) ein, wohingegen bei SB-PO-8mer und SB-PO-12mer der 











































































































































































































1668 (n=1) SB-PO-4mer SB-PO-8mer SB-PO-12mer 3PM1 PESB3
SB-PO (n=5)  
Abbildung 4-19 ODN mit Hexaethylenglycol-Spacern 
Dargestellt sind die Sequenzen und mögliche Strukturen von ODN mit Hexaethylenglycol-Spacern (SB-PO-4mer, 
SB-PO-8mer, SB-PO-12mer, 3PM1 und PESB3) und die Sequenz des typischen B-Typ-ODN 1668 sowie SB-PO, 
welches sich von 1668 durch das Hinzufügen von eines 3’-Poly-G-Motivs ableitet. Die CpG-haltige Kernsequenz ist 
durch einen Kasten markiert. 
  
Die ODN wurden auf ihre Fähigkeit in der Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 das proinflammatorische 
Zytokin TNFα zu induzieren untersucht. Als weiterer Aktivierungsmarker wurde NO2- im Überstand der 
Zellen bestimmt (s. Abbildung 4-20A und B). In allen Versuchen wurde das PTO-modifizierte CpG-
ODN 1668 als interner Standard mitgeführt. Dieses induzierte wie zu erwarten dosisabhängig die 
Sekretion von TNFα mit einer halbmaxialen Konzentration von ca. 0,05 µM. SB-PO erreichte in hohen 
Konzentrationen TNFα-Sekretionswerte, die vergleichbar mit 1668 waren, hatte jedoch eine höhere 
halbmaximale Konzentration (ca. 0,3 µM). Dies ist mit veröffentlichten Ergebnissen übereinstimmend 
(Narayanan et al. 2003). Die Aktivierungskurven und die halbmaximalen Konzentrationen der 
SB-PO-Derivate zeigten für die NO2--Induktion ein ähnliches Bild bzw. vergleichbare Werte. Es zeigte 
sich, dass die Einführung der Hexaethylenglycol-Spacer zu keiner verbesserten Aktivität im Vergleich 
zu SB-PO führte. Dies war unabhängig von der Länge des komplementären, sich rückfaltenden 
Bereichs, da alle drei untersuchten SB-PO-Derivate (SB-PO-4mer, SB-PO8mer und SB-PO 12mer) 
sowohl in Bezug auf die TNFα-Sekretion als auch auf die NO2--Induktion in RAW264.7-Zellen 
vergleichbare Stimulativität mit SB-PO zeigten. 
Im Folgenden wurden zwei weitere SB-PO-Derivate mit Hexaethylenglycol-Spacern untersucht. 3PM1 
besitzt den Spacer im Bereich des 3’-Terminus und der komplementäre Bereich liegt in der 
flankierenden Region vier Basen entfernt vom CpG-Kern-Motiv (s. Abbildung 4-19). Während die oben 
beschriebenen SB-PO-Derivate den Spacer nur eine Base entfernt vom CpG-Kern-Motiv positioniert 
hatte, liegt dieser bei PESB3 fünf Basen vom Kern-Motiv entfernt. Somit besteht das ODN aus der 
kompletten Sequenz von SB-PO, an welche am 5’-Terminus über den Hexaethylenglycol-Spacer neun 
komplementäre Basen angehängt sind. Darüber hinaus wurde das ODN SB-PO-1 getestet, welches 
im Vergleich zu SB-PO durch zwei weitere Guanosin-Reste am 3’-Terminus gekennzeichnet ist. Diese 
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ODN wurden ebenfalls im Vergleich zu CpG-ODN 1668 und SB-PO auf ihre TNFα- und NO2--
Induktion in RAW264.7-Makrophagen untersucht (s. Abbildung 4-20).  
Die beiden Kontroll-ODN zeigten erneut die oben beschriebenen Ergebnisse. Das Einführen weiterer 
Guanosine am 3’-Terminus zeigte keine gesteigerte Aktivität im Vergleich zu SB-PO und auch die 








































































Abbildung 4-20 Aktivität von ODN mit Hexaethylenglycol-Spacern  
RAW264.7-Zellen (1,5 x 106) wurden mit den angegebenen ODN, für 16 h stimuliert. (A,C): Der zellfreie Überstand 
wurde zur Zytokinbestimmung im ELISA eingesetzt. (B,D): 48 h nach Stimulation wurde Überstand zur Bestimmung von 
NO2- gewonnen. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines
Experimentes, welches repräsentativ für mindestens drei Durchführungen ist. 
 
Es war somit nicht möglich die Aktivität des CpG-ODN SB-PO, welches in der Lage ist intermolekulare 
Duplexe zu bilden, durch die Einführung von Hexaethylenglycol-Spacern, welche eine intramolekulare 
Duplexstruktur fördern, zu steigern. Die Spacer bewirkten jedoch auch keinen Aktivitätsverlust der 
ODN im Vergleich zu SB-PO. Es ist jedoch zu berücksichtigen, dass in Abbildung 4-19 Strukturen 
dargestellt sind, in denen die ODN mit hoher Wahrscheinlichkeit vorliegen. Es kann jedoch auch 
weiterhin z.B. zur Ausbildung intermolekulärer Duplexstrukturen kommen. 
4.2.2 Weitere 5’-Termini haben keinen Einfluss auf die Stimulativität von ODN 
Von unserer Arbeitsgruppe und von anderen wurde beschrieben, dass ein freier 5’-Terminus für die 
stimulatorischen Eigenschaften von CpG-ODN essentiell ist (Kandimalla et al. 2002; Narayanan et al. 
2003). Deshalb wurde der Effekt von weiteren freien 5’-Termini auf die Aktivität von CpG-ODN 
untersucht. Hierzu wurden von unseren Kooperationspartnern (AG Richert, Universität Stuttgart) 
zunächst zwei weitere ODN synthetisiert, welche sich durch drei (ST1) bzw. zwei (SD1) 5’-Termini 
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Abbildung 4-21 Struktur von ODN mit symmetrischen 5’-Termini 
Dargestellt sind die Sequenzen und Strukturen von ODN mit symmetrischen 5’-Armen. Diese sind durch symmetrische
Phosphoramidit-Trimer- (ST1) bzw. Phosphoramidit-Dimer -Spacer kovalent mit dem 3’-Arm verbunden. Die CpG-
haltige Kernsequenz ist durch einen Kasten markiert. 
 
Im Falle von ST1 war der 3’-Terminus neun Basen lang und enthielt das CpG-Kern-Motiv. Die drei 
weiteren Arme, welche einen freien 5’-Terminus aufwiesen, waren komplementär zu einem Teil des 
CpG-Kern-Motivs. Die 5’-Arme wurden durch einen symmetrischen Phosphoramidit-Trimer-Spacer 
kovalent mit dem 3’-Arm verbunden. SD1 glich sich in der Sequenz des 3’-Arms mit ST1 und die 
beiden hexameren 5’-Arme waren zu dem gesamten Kern-Motiv komplementär. 
Die Verbindung wurde durch einen symmetrischen Phosphoramidit-Dimer-Spacer eingefügt. Während 
ST1 noch zu einer minimalen TNFα- und NO2--Sekretion in RAW264.7-Zellen führte, war das ODN 
SD1 im Bezug auf die getesteten Aktivierungsmarker immunologisch inert (s. Abbildung 4-22). Dies 



































Abbildung 4-22 Aktivität von ODN mit symmetrischen 5’ Termini 
RAW264.7-Zellen (1,5 x 106) wurden mit den genannten ODN für 16 h stimuliert. (A): Der zellfreie Überstand wurde zur
Zytokinbestimmung im ELISA eingesetzt. (B): 48 h nach Stimulation wurde Überstand zur Bestimmung von NO2-
gewonnen. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines Experimentes,
welches repräsentativ für mindestens drei Durchführungen ist. 
 
Im Folgenden wurden ODN mit zwei asymmetrischen 5’- Termini synthetisiert und auf ihre 
immunstimulatorischen Eigenschaften untersucht (BR1-4). Diese ODN enthalten die gleiche 
Kernsequenz wie SD1 und ST1, jedoch unterschiedliche Reste im 5’-flankierenden Bereich. Die 
Verzweigung wurde durch ein modifiziertes Methylcystidin-Posphoramidit eingeführt. BR2 enthält im 
Vergleich zu BR1 ein 3’-Poly-G-Motiv. BR3 diente als Kontroll-ODN, welches keine Verzweigung 
aufwies, sonst jedoch BR2 glich. Bei BR4 liegt das CpG-Kern-Hexamer im 5’-Arm, welcher darüber 
hinaus drei Cytosin-Reste in Folge enthält, die potentiell an ein Poly-G-Motiv im 3’-Arm binden 
können. Dies könnte zu einer Polymerisierung mehrerer ODN führen.  
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Abbildung 4-23 Struktur von ODN mit asymmetrischen 5’-Termini  
Dargestellt sind die Sequenzen und Strukturen von ODN mit asymmetrischen 5’-Armen. Die Verzweigung („bran“) 
wurde durch ein modifiziertes Methylcystidin-Posphoramidit eingeführt. Die CpG-haltige Kernsequenz ist durch einen 
Kasten markiert. 
 
Die ODN wurden auf ihre TNFα- und NO2--Induktion in RAW264.7-Zellen im Vergleich zu dem CpG-
ODN 1668 getestet (Abbildung 4-24). Wie oben beschrieben führte 1668 konzentrationsabhängig zu 
TNFα- und NO2--Sekretion mit einer halbmaximalen Konzentration von ca. 0,05 µM. BR1 führte nur in 
hohen Konzentrationen von 1 µM zu einer Zellaktivierung. Dies ist auf das Fehlen des Poly-G-Motivs 
zurückzuführen, da BR2 sowohl eine TNFα als auch eine NO2--Ausschüttung induzierte.  
Diese erreichte in keiner der getesteten Konzentrationen bis 1 µM Werte, wie sie durch 1668 erreicht 
wurden. Erst bei einer Konzentration von 0,3 µM war ein Effekt des ODN auf die Zellen zu 
beobachten.  
Erstaunlicherweise führte BR3, welches keine Verzweigung aufweist, in allen getesteten Konzen-
trationen zu einer deutlich höheren TNFα- und NO2--Sekretion als BR2. Somit schien der zweite 
5’-Arm oder die Verzweigung einen negativen Einfluss auf die CpG-induzierte Aktivierung zu erzielen. 
Auch für BR3 lagen jedoch die Werte der gemessenen Aktivierungsmarker in allen Konzentrationen 
unter den CpG-ODN 1668-induzierten Werten. Geht man davon aus, dass die maximale Aktivität bei 
1 µM BR3 erreicht war, ergibt sich eine halbmaximale Konzentration von ca. 0,05 µM. Die maximale 







































Abbildung 4-24 Aktivität von ODN mit asymmetrischen 5’ Termini  
RAW264.7-Zellen (1,5 x 106) wurden mit den angegebenen ODN für 16 h stimuliert. (A): Der zellfreie Überstand wurde 
zur Zytokinbestimmung im ELISA eingesetzt. (B): 48 h nach Stimulation wurde Überstand zur Bestimmung von NO2-
gewonnen. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines Experimentes, 
welches repräsentativ für mindestens drei Durchführungen ist. 
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BR4, welches in der Lage ist Homopolymere auszubilden, führte in hohen Konzentrationen zu einer 
mit 1668 vergleichbaren TNFα- und NO2--Induktion. Die halbmaximale Konzentration lag jedoch mit 
ca. 0,2 µM deutlich unter der von 1668. Somit hatte die Fähigkeit zur Multimerisierung einen positiven 
Einfluss auf die immunstimulative Aktivität von ODN, welche Verzweigungen aufweisen. Es besteht 
jedoch auch die Möglichkeit, dass die ODN während der Stimulation nicht in Form von Multimeren 
vorliegen und die verbesserte Aktivität auf der Veränderung der Sequenz beruht. 
4.2.3 Multimerisierende ODN 
Die Ergebnisse aus 4.2.2 zeigten, dass die Verzweigung möglicherweise einen negativen Einfluss auf 
die Stimulativität von CpG-ODN hat, und dass die Multimerisierung von ODN zu einer gesteigerten 
Aktivität führen kann. Aus diesen Gründen wurden ODN synthetisiert, die alle über komplementäre 




































































































































































































































































































































































OL1 OL2 OL3 OL4
Abbildung 4-25 Mögliche Strukturen von multimerisierenden ODN  
Dargestellt sind die Sequenzen und mögliche Strukturen von ODN welche durch komplementäre Sequenzbereiche zur 
Multimerisierung fähig sind. Das CpG-Kern-Motiv ist durch einen Kasten gekennzeichnet. 
 
Darüberhinaus wiesen die ODN am 5’-Terminus eine Aminomodifikation auf. Es gab aus Vorbefunden 
Hinweise, dass dies zu einer gesteigerten Aktivität von CpG-ODN führt (Narayanan et al. 2003). OL1 
kann über ein 5’-Poly-C-Motiv mit dem 3’-Poly-G-Motiv von weiteren OL1-ODN multimerisieren. Da 
jedoch möglicherweise das Poly-G-Motiv für die Ausbildung weiterer Strukturen wie Poly-G-Tetraden 
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wichtig ist, welche die Aufnahme fördern sollen, wurde OL2 entworfen, welches die komplementären 
Bereiche außerhalb des Poly-G-Motivs aufweist. Bei OL3 ist eine zum zentralen CpG-Motiv 
komplementäre Sequenz eingefügt, wodurch hierüber mehrere ODN multimerisieren können. Im 
Gegensatz hierzu ist weder bei OL1 noch bei OL2 das zentrale CpG-Kern-Motiv an einer eventuellen 
Multimerisierung beteiligt. OL4 unterscheidet sich von OL3 durch das Fehlen des 3’-Poly-G-Motivs.  
OL1 zeigte im Vergleich zu 1668 bei hohen Konzentrationen für TNFα und für NO2- eine ähnliche 
Sekretion (s. Abbildung 4-26). Die halbmaximale Konzentration lag jedoch leicht über der von 1668.  
OL2 führte erst ab einer Konzentration von 0,1 µM zu einer messbaren TNFα- und NO2--Sekretion. 
Diese lag bei allen gemessenen Konzentrationen unter der 1668-induzierten Zellaktivierung. Somit 
konnte die Stimulativität von OL1 nicht gesteigert werden, indem der komplementäre Bereich 



































Abbildung 4-26 Aktivität von multimerisierenden ODN gegenüber RAW264.7-Zellen 
RAW264.7-Zellen (1,5 x 106) wurden mit den angegebenen ODN, für 16 h stimuliert. (A): Der zellfreie Überstand wurde 
zur Zytokinbestimmung im ELISA eingesetzt. (B): 48 h nach Stimulation wurde Überstand zur Bestimmung von NO2-
gewonnen. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines Experimentes,
welches repräsentativ für mindestens drei Durchführungen ist. 
 
OL3 zeigte eine ähnlich starke TNFα-Sekretion wie OL1 und war im Bezug auf die NO2--Sekretion bei 
hohen Konzentrationen sogar leicht stimulativer als 1668. OL4 zeigt im Vergleich zu 1668 bei hohen 
Konzentrationen für TNFα und für NO2- eine leicht verminderte, bzw. ähnliche Sekretion. Die 
halbmaximale Konzentration lag jedoch mit ca. 0,3 µM deutlich unter der von 1668.  
Somit zeigten sowohl OL1 als auch OL3 starke immunstimulatorische Eigenschaften gegenüber 
RAW264.7-Zellen. Dahingegen waren OL2 und OL4 im Vergleich deutlich weniger aktiv. Es ist jedoch 
bemerkenswert, dass OL4 trotz des Fehlens eines 3’-Poly-G-Motivs zu einer deutlichen 
Zellaktivierung führt. 
Es ist bekannt, dass die Bildung von höher molekularen Komplexen, wie z.B. die Ausbildung von 
G-Tetraden die subzelluläre Verteilung und damit die stimulatorischen Eigenschaften von CpG-ODN 
beeinflussen kann (s. 2.4.1). Die unterschiedliche subzelluläre Lokalisation von A-Typ-ODN führt in 
pDCs zu einer IFNα-Induktion. Es wurde diskutiert, ob dies durch Multimerisierung der ODN über die 
Ausbildung von G-Tetraden induziert wird. Deshalb wurden die oben beschriebenen ODN zusätzlich 
auf ihre IFNα-Induktion in pDCs analysiert. In humanen PBMCs wird IFNα ausschließlich von pDCs 
sezerniert, weshalb die Induktion des Zytokins in PBMCs als spezifischer Aktivitätsmarker für pDCs 
interpretiert wurde. Da die verschiedenen ODN nur in begrenzten Mengen vorlagen, konnten in 
diesem Zusammenhang jedoch nur die ODN OL3 und OL4 untersucht werden. Des Weiteren wurden 
in die Analyse zwei kommerziell, von MWG Biotech synthetisierte ODN OL3m und OL4m 
eingeschlossen. Diese ODN glichen den entsprechenden oben aufgeführten ODN in ihrer Sequenz, 
wiesen jedoch keine Aminogruppe am 5’-Terminus auf. Als typisches A-Typ-ODN wurde das CpG-
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ODN 2216 als Positivkontrolle verwendet und auch die nicht multimerisierenden humanen und 
murinen B-Typ-ODN 2006 bzw. 1668 wurden sowohl in ihrer PO-Form als auch PTO-modifiziert 





































































































Abbildung 4-27 Aktivität von multimerisierenden ODN gegenüber PBMCs 
PBMCs (4 x 105) wurden mit den angegebenen ODN über Nacht stimuliert. Zellfreier Überstand wurde zur
Zytokinbestimmung mittels ELISA verwendet. Angegeben sind Doppelbestimmungen mit Standardabweichungen von 
einem Experiment, welches repräsentativ für zwei weitere ist. 
 
 
Das A-Typ-ODN 2216 zeigte erwartungsgemäß eine konzentrationsabhängige IFNα-Sekretion in 
PBMCs. Im Gegensatz hierzu führte keines der weiteren getesteten ODN zur Induktion diese 
Zytokins. Neben IFNα wurde auch das unter anderem von B-Zellen sezernierte IL6 bestimmt. Wie zu 
erwarten führte das humane B-Typ-ODN 2006-PTO zu einer IL6-Sekretion. Diese war jedoch nur bei 
hohen Konzentrationen von 3 µM zu beobachten. 2006-PO führte ebenso wenig wie die murinen 
B-Typ ODN 1668-PTO und 1668-PO zu einer IL6-Induktion. Es war jedoch auffällig, dass OL3 eine 
sehr starke, konzentrationsabhängige IL6-Sekretion induzierte. Diese war im Vergleich zu 2006-PTO 
bei 3 µM ca. 2,5-fach erhöht und auch noch bei 1 µM deutlich messbar und über dem 2006-PTO 
induzierten Wert. Die Stimulation von PBMCs mit OL4 bewirkte eine mit 2006-PTO vergleichbare IL6-
Sekretion. Weder 1668-PTO, noch 2006-PO oder 1668-PO induzierten IL6 in PBMCs.  
Auch die zur Multimerisierung fähigen ODN OL3m und OL4m, welche jedoch keine Aminomodifikation 
trugen, waren nicht in der Lage IL6 zu induzieren. Somit waren OL3 und OL4 die einzigen der hier 
untersuchten PO-ODN, welche zu einer IL6-Sekretion in PBMCs führte. Dies war wahrscheinlich 
abhängig von der Aminomodifikation. Es bleibt jedoch zu testen, ob auch Unterschiede in der 
Synthese der ODN eine Rolle bei der verschieden starken Aktivität spielen. In Bezug auf die TNFα-
Sekretion von RAW264.7 waren jedoch kaum Unterschiede zwischen OL3 und OL3m bzw. OL4 und 
OL4m erkennbar (s. Abbildung 4-28). 
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Abbildung 4-28 Einfluss des Aminoterminus von 
multimerisierenden ODN auf die RAW264-Zellaktivierung
RAW264.7-Zellen (1,5 x 106) wurden mit den angegebenen 
ODN für 16 h stimuliert und der zellfreie Überstand zur 
Zytokinbestimmung im ELISA eingesetzt. 48 h nach 
Stimulation wurde Überstand zur Bestimmung von NO2-
gewonnen. Angegeben sind Mittelwerte mit Standard-
abweichungen aus Doppelbestimmungen eines Experi-
mentes, welches repräsentativ für drei Durchführungen ist. 
 
4.2.4 Längenabhängigkeit der ODN-Erkennung 
In einem weiteren Ansatz wurde die Längenabhängigkeit der PO-ODN Erkennung untersucht. Hierzu 
wurden die beiden ODN 14-mer und 10-mer, welche alle das CpG-Kern-Motiv 5’-GACGTT-3’ 
enthielten und verkürzte Versionen des CpG-ODN 1668 darstellten hinsichtlich ihrer TNFα-Induktion 
in RAW264.7-Zellen untersucht (s. Abbildung 4-29). Da die ODN keine Poly-G-Motive, welche die 
Aufnahme fördern enthielten, wurden sie mittels des kationischen Lipids DOTAP in die Zellen 
transfiziert. Das 20-mer, welches das ODN 1668-PO darstellt, zeigte ohne Transfektion mit DOTAP 
nur in der höchsten Konzentration von 1 µM eine deutliche TNFα-Induktion. Dahingegen führte die 
Komplexierung mit DOTAP zu einer dosisabhängigen TNFα-Sekretion. Diese war in ihrer Stärke bei 
der höchsten Konzentrationen von 1 µM und 20-mer vergleichbar mit der durch 1668-PTO induzierten 
Sekretion von TNFα. Bei einer Konzentratiopn von 0,1 µM war die TNFα-Sekretion durch das 20-mer 
jedoch leicht schwächer induziert als durch 1668-PTO. Der stimulative Effekt von 1668-PTO konnte 
durch den Einsatz von DOATP nicht weiter verbessert werden.  
 



















Abbildung 4-29 Längenabhängigkeit der ODN-Erkennung 
RAW264.7-Zellen (0,15 x 106) wurden mit den genannten ODN stimuliert (wenn angegeben im Verhältnis 1:4 mit 
DOTAP komplexiert) und 16 h später der zellfreie Überstand zur Bestimmung der TNFα im ELISA eingesetzt. 
Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines Experimentes, welches
repräsentativ für drei Durchführungen ist. 
 
Das ODN 14-mer führte in hohen Konzentrationen zu einer leichten TNFα-Sekretion, die jedoch nur 
bei ca. 15 % der durch 1668-PTO induzierten TNFα-Produktion lag. Die Komplexierung des 
Tetradecamers mit DOTAP induzierte jeoch eine deutlich gesteigerte TNFα-Sekretion, die bei allen 
eingesetzten Konzentrationen zu beobachten war und im Vergleich zu 1668-PTO noch bei ca. 50 % 
lag. Das Decamer zeigte ohne den Einsatz von DOTAP keinerlei stimulative Eigenschaften. Bei 
Translokation des ODN in die Zelle konnte jedoch eine TNFα-Sekretion beobachtet werden. Diese lag 
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im Falle von 1 µM eingesetztem 10-mer bei ca. 25 % der 1668-induzierten TNFα-Sekretion und war 
auch bei geringen Konzentrationen von 0,1 µM noch vorhanden. Das Transfektionsreagenz DOTAP 
alleine führte zu keiner Zellaktivierung.  
Sowohl für das ODN 14-mer als auch für das 10-mer konnte von unseren Kooperationspartnern in 
NMR-Studien gezeigt werden, dass das Kern-Motiv als Duplex-Struktur vorliegt. Es konnte gezeigt 
werden, dass dies wahrscheinlich auch für das 20-mer 1668-PO zutrifft (He et al. 2007). 
4.3 
4.3.1 
Speziesspezifische Ligandenerkennung durch TLR9 
In der Literatur wurden unterschiedliche optimale Sequenzen für die Stimulation von humanem und 
murinem TLR9 im Transfektionssystem beschrieben (Krieg et al. 1995; Hartmann et al. 2000; Bauer et 
al. 2001). Hierbei wurde jedoch vor allem mit PTO-modifizierten ODN gearbeitet. In dieser Arbeit 
wurde der Einfluss der ODN-Rückgrat-Modifikation und der Aufnahme auf die Speziesspezifität der 
Erkennung von ODN durch TLR9 in verschiedenen Zellsystemen genauer untersucht.  
Speziesspezifische CpG-ODN-Erkennung in murinen RAW264.7-Zellen 
Die murine Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 wurde mit CpG-ODN mit dem optimalen Motiv für die 
Stimulation von humanem (2006) bzw. von murinem (1668) TLR9 stimuliert. In Abwesenheit des 
Transfektionsreagenz DOTAP konnte eine klare Speziesspezifität bei PTO-ODN beobachtet werden 
(Abbildung 4-30A): 1668-PTO führte dosisabhängig zu einer hohen Sekretion des proinflamma-
torischen Zytokins TNFα, wobei bereits bei einer eingesetzten Konzentration von 0,1 µM eine 
Sättigung erreicht wurde. 2006-PTO induzierte dahingegen nur eine sehr geringe TNFα-Sekretion, die 
auch bei einer Konzentration von 1 µM nur bei ca. 10 % der 1668 induzierten Konzentration lag. 
1668-PO und 2006-PO führten beide zu einer TNFα-Induktion in vergleichbarer Höhe. Diese trat 
jedoch nur in Konzentrationen ab 1 µM auf, was durch eine schlechtere Aufnahme und 
Nukleaseresistenz von PO-ODN begründet sein kann. Die Komplexierung der ODN vor der 
Stimulation mit DOTAP führt wahrscheinlich zu Translokation der ODN in die Zellen und kann somit zu 










































Abbildung 4-30 Speziesspezifische Motiverkennung von TLR9-Liganden in RAW264.7-Zellen 
RAW264.7-Zellen (1,5 x 106) wurden mit den genannten ODN, wenn angegeben im Verhältnis 1:4 mit
DOTAP komplexiert, für 24 h stimuliert und der zellfreie Überstand zur Zytokinbestimmung im ELISA
eingesetzt. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines
Experimentes, welches repräsentativ für drei Durchführungen ist. 
  
Der Einsatz von DOTAP führte zu einer verbesserten Stimulativität von 1668-PO und 2006-PO (s. 
Abbildung 4-30B). Es konnte eine konzentrationsabhängige TNFα-Sekretion beobachtet werden, die 
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jedoch immer noch deutlich unter der 1668-PTO induzierten Sekretion lag. Es war jedoch weiterhin 
keine Präferenz gegenüber 1668 oder 2006 erkennbar. Dahingegen führt die Komplexierung von 
2006-PTO zu einer dosisabhängigen TNF-α Sekretion, die bei Stimulation in Abwesenheit von 
DOTAP nicht beobachtet werden konnte. Die Stimulation der RAW264.7-Zellen durch 1668-PTO war 
durch DOTAP nicht beeinflusst. Lediglich bei hohen Konzentrationen kam es zu einer leichten 
Verminderung der TNFα-Sekretion, was durch den leicht toxischen Effekt von DOTAP in hohen 
Konzentrationen begründet sein kann. 
Somit war in den murinen RAW264.7-Zellen beim Einsatz von PTO-ODN eine klare Spezifität für das 
ODN 1668 zu erkennen. Diese war beim Einsatz von PO-ODN nicht vorhanden. Darüber hinaus führte 
die Komplexierung von PTO-ODN mit DOTAP zu einer Abschwächung der speziesspezifischen 
Differenz der Erkennung von ODN durch TLR9. 
Es ist bekannt, dass das Anhängen eines 3’-Poly-G-Motivs an PO-ODN zu einer verbesserten 
Aufnahme in die Zelle und somit zu einer verbesserten Stimulativität der PO-ODN führt (Dalpke et al. 
2002; Bartz et al. 2004). Somit stellt die Verwendung von ODN mit Poly-G-Motiven einen weiteren 
Ansatz dar, PO-ODN besser hinsichtlich ihrer stimulativen Eigenschaften gegenüber dem endosomal 
lokalisierten TLR9 zu untersuchen. Hier wurden die Aktivität von SB-PO (1668 mit 3’-Poly-G-Sequenz) 
und dem humanen ODN 2006 mit 3’-Poly-G-Sequenz (2006-G5-PO) hinsichtlich ihrer Induktion von 
























Abbildung 4-31 Speziesspezifische 
Motiverkennung von 3’-Poly-G-ODN 
RAW264.7-Zellen (1,5 x 106) wurden mit den 
genannten ODN, wenn angegeben im Verhältnis 
1:4 mit DOTAP komplexiert, für 24 h stimuliert 
und der zellfreie Überstand zur Zytokin-
bestimmung im ELISA eingesetzt. Angegeben 
sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus 
Doppelbestimmungen eines Experimentes, 






Sowohl SB-PO als auch 2006-G5-PO führten zu einer konzentrationsabhängigen TNFα-Sekretion. 
Diese erreichte in der höchsten eingesetzten Konzentration von 1 µM annähernd die durch 1668-PTO 
induzierten Werte. In den niedrigeren Konzentrationen war die TNFα-Sekretion jedoch deutlich 
schwächer ausgeprägt als für 1668-PTO. SB-PO und 2006-G5-PO zeigten in allen Konzentrationen 
annähernd gleiche Werte. Somit war auch für diese Klasse der PO-ODN keine Präferenz für das 
speziesspezifische murine Motiv erkennbar. 
4.3.2 Speziesspezifische Erkennung von CpG-ODN in humanen PBMCs 
Im Folgenden wurde die publizierte präferenzielle Erkennung bestimmter speziesspezifischer Motive 
in CpG-ODN in humanen PBMCs untersucht. Diese wurden mit verschiedenen murinen und humanen 
CpG-ODN stimuliert und hinsichtlich der Sekretion von IFNα und IL6 analysiert (s. Abbildung 4-32). 
IFNα wird in PBMCs nur von pDCs sezerniert und deshalb hier als Aktivierungsmarker von pDCs 
gewertet. IL6 hingegen wird in PBMCs hauptsächlich von B-Zellen und Monozyten produziert, wobei 
nur erstere TLR9 exprimieren. 
Humane PBMCs wurden wie erwartet durch Stimulation mit dem A-Typ-ODN 2216 zur Sekretion von 
IFNα angeregt (s. Abbildung 4-32A). Keines der anderen eingesetzten B-Typ-ODN (2006-PTO, 2006-
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Abbildung 4-32 Speziesspezifische Motiverkennung bei TLR9-Liganden in humanen PBMCs 
PBMCs (0,4 x 106) wurden mit den genannten ODN stimuliert (wenn angegeben im Verhältnis 1:4 mit DOTAP
komplexiert) und 16 h später der zellfreie Überstand zur Zytokinbestimmung im ELISA eingesetzt. Angegeben sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines Experimentes, welches repräsentativ für
mindestens drei Durchführungen ist. 
 
Auch die Stimulation mit 1668-PTO bewirkte eine IL6-Sekretion, jedoch nur in der höchsten 
eingesetzten Konzentration von 1 µM (s. Abbildung 4-32B). In der Titration ist somit für IL6 auch bei 
humanen PBMCs eine Speziesspezifität bei der Erkennung von CpG-PTO-ODN erkennbar. Auch das 
A-Typ-ODN 2216 führte zu einer konzentrationsabhängigen IL6-Induktion. 
Bei Transfektion der ODN mit DOTAP kam es zu einer erhöhten 2216-induzierten IFNα-Sekretion. 
Darüber hinaus konnte auch mit niedrigeren Konzentrationen des A-Typ-ODN eine Sekretion induziert 
werden (s. Abbildung 4-33A). 1668 und 2006 führten beide, unabhängig von der Rückgrat-
Modifikation zu einer konzentrationsabhängigen IFNα-Ausschüttung. Die Stärke der IFNα-Sekretion 
war bei einer eingesetzten Konzentration von 1 µM für alle ODN vergleichbar. In der Titration war im 
Falle der PTO-ODN jedoch eine leichte Präferenz in der Erkennung für das humane ODN 2006 
erkennbar. Auch hier konnte im Falle der PO-ODN keine präferenzielle Erkennung des optimalen 
humanen Motivs festgestellt werden: Sowohl bei 2006-PO, als auch bei 1668-PO kam es zu einer 







































Abbildung 4-33 Speziesspezifische Motiverkennung bei TLR9-Liganden in humanen PBMCs 
PBMCs (0,4 x 106) wurden mit den genannten ODN stimuliert (wenn angegeben im Verhältnis 1:4 mit DOTAP 
komplexiert) und 16 h später der zellfreie Überstand zur Zytokinbestimmung im ELISA eingesetzt. Angegeben sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Doppelbestimmungen eines Experimentes, welches repräsentativ für 
mindestens drei Durchführungen ist. 
 
Auch für die Sekretion von IL6 in PBMCs konnte keine speziesspezifische Induktion der mit DOTAP 
komplexierten ODN beobachtet werden (Abbildung 4-33B): Alle eingesetzten CpG-ODN führten zu 
einer konzentrationsabhängigen IL6-Induktion, die bei 1 µM bei vergleichbaren Werten lag. In 
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mittleren Konzentrationen von 0,1 µM kam es im Falle der PTO-modifizierten ODN jedoch zu einer 
stärkeren IL6-Sekretion als bei PO-ODN. Das laut Literatur für den humanen TLR9 optimale 
CpG-ODN 2006 zeigte jedoch weder in der PO, noch in der PTO-Form eine stärkere Zytokin-Induktion 
als das jeweilige murine ODN 1668. 
Somit konnte im Falle von PBMCs weder hinsichtlich der Sekretion von IFNα noch von IL6 eine 
präferenzielle Induktion durch humane PO-ODN beobachtet werden. Diese Effekte konnten jedoch 
nur unter Verwendung des kationischen Lipids DOTAP analysiert werden, da ohne dies keine 
Aktivierung der Zellen durch PO-ODN erzielt werden konnte. 
Für PTO-ODN konnte die vorhandene Spezifität für das humane ODN 2006 durch Transfektion der 
ODN abgeschwächt werden. 
4.3.3 Speziesspezifische CpG-ODN-Erkennung durch TLR9N4C 
Der chimäre Rezeptor TLR9N4C setzt sich aus der ECD des murinen TLR9 und der TM- und der TIR-
Domäne von murinem TLR4 zusammen. Es wurde beschrieben, dass dieser gegenüber TLR9 in 
seiner Ligandenspezifität variiert (Barton et al. 2006). TLR9N4C soll an der Zelloberfläche lokalisieren 
und hier auch Vertebraten-DNA erkennen. Das entsprechende Konstrukt trägt eine C-terminale HA-
Markierung und wurde freundlicherweise von G. Barton (University of California, Berkeley, USA) zu 
Verfügung gestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein entsprechendes humanes chimäres Konstrukt 
hergestellt. Dieses kodiert für einen Rezeptor, welcher sich aus der ECD des humanen TLR9 und der 
TM- und TIR-Domäne des murinen TLR4 zusammensetzt (hTLR9N4C) (s. Methoden). Des Weiteren 
wurde als Kontrolle ein Konstrukt verwendet, welches sich aus der ECD des humanen TLR9 und der 
TM- und TIR-Domäne des murinen TLR9 zusammensetzt (hTLR9mTIR). Dieses wurde von S. Bauer 
(Universität Marburg) bereitgestellt und im Rahmen dieser Arbeit mit einer C-terminalen HA-
Markierung versehen. Somit wurde mit Rezeptoren gearbeitet, welche sich bezüglich der Spezies der 
Intrazellulärdomäne glichen und alle durch eine C-terminale HA-Markierung gekennzeichnet waren. 
Zunächst wurde die korrekte Expression der konstruierten bzw. umklonierten Rezeptoren nach 
Transfektion in HEK293-Zellen mittels einer Westenblotanalyse untersucht (s. Abbildung 4-34). Alle 
Rezeptoren waren in ähnlicher Stärke exprimiert und auf der erwarteten Höhe von ca. 135 kDa 
detektierbar. Sowohl bei Transfektion der Zellen mit mTLR9 als auch mit hTLR9mTIR, trat eine schon 
unter 4.1.2 beschriebene zweite Bande bei ca. 90 kDa auf, die in ihrer Größe einem in der Literatur 
kürzlich beschriebenen C-terminalen Spaltprodukt des Rezeptors entsprach. Diese zweite Bande mit 
schnellerem Laufverhalten konnte bei den wahrscheinlich an der Oberfläche lokalisierten Rezeptoren 




























Abbildung 4-34 Expression chimärer TLR9-Rezeptoren 
HEK293-Zellen (2 x 105) wurden mit 4 µg des angegebenen 
Konstruktes transfiziert. 48 h später wurden Zelllysate 
hergestellt, welche einer Westernblotanalyse unterzogen 
wurden. Nachgewiesen wurde die HA-Markierung.  
 
 
Im Folgenden wurden HEK293-Zellen mit den oben beschriebenen Konstrukten transfiziert und 
hinsichtlich der Speziesspezifität bei der Erkennung von CpG-ODN untersucht. Bei HEK293-Zellen, 
die mit murinem TLR9 transfiziert wurden, kam es bei Stimulation mit 1668-PTO zu einer starken 
NFκB-Aktivierung, die bei Aktivierung mit 2006-PTO deutlich schwächer ausfiel (s. Abbildung 4-35A). 
Die Unterschiede im Ausmaß der Aktivierung durch 2006-PTO und 1668-PTO gingen bei Stimulation 
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von Zellen, die mit mTLR9N4C transfiziert wurden verloren, wobei dies durch eine verstärkte 
































Abbildung 4-35 Einfluss der Lokalisation von TLR9 auf die Speziesspezifität 
HEK293-Zellen (2 x 105) wurden mit 25 ng des angegebenen Rezeptors und 50 ng Reporterplasmiden transfiziert und 48 h 
später für weitere 6 h mit murinem (1668), bzw. humanem (2006) ODN stimuliert. Zelllysate wurden anschließend einer 
Luziferasemessung unterzogen und die Firefly-Luziferaseinduktion auf die Expression der konstitutiv exprimierten Renilla-
Luziferase normalisiert. Angegeben sind Mittelwerte mit zugehöriger Standardabweichung von Doppelbestimmungen. 
Gezeigt ist ein repräsentatives von drei durchgeführten Experimenten. 
 
Um den Einfluss der Lokalisation auch für den humanen TLR9 untersuchen zu können wurden die 
oben beschriebenen Konstrukte hTLR9mTIR und hTLR9N4C in HEK293-Zellen transfiziert und diese 
ebenfalls mit humanen und murinen CpG-PTO-ODN stimuliert. Bei Transfektion von HEK293-Zellen 
mit hTLR9mTIR kam es zu einer präferenziellen Erkennung des humanen ODN 2006-PTO 
(s. Abbildung 4-35B). Bei Stimulation mit murinem 1668-PTO kam es nur in hohen Konzentrationen zu 
einer leichten NFκB-Aktivierung.  
Die Stimulation von Zellen, die mit hTLR9N4C transfiziert wurden, führte jedoch weder durch 1668-
PTO noch durch 2006-PTO zu einer Induktion von NFκB. Auffällig war jedoch, dass allein die 
Transfektion des Konstruktes in die Zellen zu einem Anstieg der NFκB-Aktiverung führte. Diese lag 
deutlich über den Werten, wie sie durch Transfektion mit hTLR9N4C auftraten. Die Transfektion von 
mTLR9N4C zeigte im Vergleich zu leervektortransfizierten Zellen keine Induktion der NFκB-




























Abbildung 4-36 Überexpression von TLR9 und TLR9N4C 
HEK293-Zellen (2 x 105) wurden mit 25, 100 und 400 ng des angegebenen Rezeptors und 50 ng Reporterplasmiden 
transfiziert und 48 h später für weitere 6 h stimuliert. Zelllysate wurden anschließend einer Luziferasemessung 
eingesetzt. Angegeben sind Mittelwerte mit zugehöriger Standardabweichung von Doppelbestimmungen. Gezeigt ist 
ein repräsentatives von drei durchgeführten Experimenten. 
 
Im folgenden Versuch wurden ansteigende Rezeptor-Plasmidmengen in der Transfektion von 
HEK293-Zellen verwendet und eine möglicherweise vorhandene Autoaktivierung des Rezeptors 
untersucht. Steigende Plasmidmengen führten im Falle von hTLR9mTIR zunächst zu einer Steigerung 
der NFκB-Aktiverung und dann zu einem Abfall (s. Abbildung 4-36A). Gleiches war wie schon unter 
4.1.2 beschrieben bei Transfektion mit mTLR9 und nachfolgender Stimulation mit 1668-PTO zu 
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beobachten (s. Abbildung 4-36B). Die Transfektion von höheren Plasmidmengen führte im Falle von 
hTLR9N4C ebenfalls zu einer gesteigerten NFκB-Aktivierung, jedoch war diese auch im unstimulierten 
Zustand zu beobachten (s. Abbildung 4-36A). Durch die Stimulation mit CpG-ODN 1668 konnte, 
unabhängig von der transfizierten Plasmidmenge, kaum eine Steigerung der Rezeptoraktivierung 
erzielt werden. Die NFκB-Aktivierung in HEK293-Zellen konnte nach Transfektion mit mTLR9N4C 
durch CpG-ODN induziert werden. Somit schien prinzipiell die Kombination der verschiedenen 
Domänen von TLR9 und TLR4 möglich. Es war jedoch auch im Falle des murinen TLR9N4C bei 
mittleren Plasmidmengen eine leichte Autoaktivierung des Rezeptors im unstimulierten Zustand zu 
sehen (s. Abbildung 4-36B).  
Aufgrund der Autoaktivierung von humanem TLR9N4C in unstimuliertem Zustand war eine 
Untersuchung der spezifischen Ligandenerkennung des Rezeptors nicht möglich. Es konnte jedoch 
gezeigt werden, dass bei murinem TLR9N4C die im Falle des murinem TLR9wt-Rezeptors 
vorhandene präferentielle Erkennung des humanen ODN 2006 aufgehoben war. 
4.3.4 Aufnahme von CpG-ODN in HEK293- und RAW264.7-Zellen 
TLR9N4C lokalisiert höchst wahrscheinlich an der Zelloberfläche und zeigte in 4.3.3 keine 
speziesspezifische ODN-Erkennung mehr. Darüber hinaus wurde in den oben beschriebenen 
Versuchen sowohl mit der murinen Makrophagenzelllinie RAW264.7 als auch mit der humanen 
Epithelzelllinie HEK293 gearbeitet. Deshalb wurde untersucht, ob murine und humane ODN von den 
jeweiligen Zellen unterschiedlich aufgenommen werden. Hierzu wurden Zellen bei 37°C und bei 4°C 
mit 1 µM FITC-markiertem ODN inkubiert und die Aufnahme der ODN über die Messung der 
Fluoreszenz der Zellen bestimmt. Hierzu wurde der Median der Fluoreszenz nach Inkubation der 
Zellen mit ODN bei 4 °C und 37 °C gemessen. Die unspezifische Bindung bei 4 °C wurde von der 
spezifischen Aufnahme bei Inkubation bei 37°C subtrahiert (s. Abbildung 4-37).  
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Abbildung 4-37 Aufnahme von FITC-ODN in RAW264.7- und HEK293-Zellen  
HEK293-Zellen oder RAW264.7-Zellen (2 x 105) wurden mit FITC-markierten PTO-ODN für 3 h bei 37°C bzw. 4°C 
inkubiert, anschließend dreimal bei 4°C gewaschen und der Median der FITC-Fluoreszenz der Zellen im FACS 
gemessen. Die Aufnahme wurde durch Subtraktion der unspezifischen Bindung bei 4°C von der spezifischen 
Aufnahme bei 37°C bestimmt. 
 
Sowohl HEK293-Zellen, als auch RAW-Zellen nahmen PO-ODN, wie aus Veröffentlichungen zu 
erwarten, schlechter auf als PTO-ODN (s. Abbildung 4-37). Die Aufnahme von 1668-PO und 2006-PO 
fand jedoch in gleichem Maße statt, was bei nicht vorhandener speziesspezifischer Erkennung von 
PO-ODN (s. Abbildung 4-30und Abbildung 4-33) zu erwarten war. Auch im Falle von 1668-PTO und 
2006-PTO wurden die ODN von den Zellen jeweils in vergleichbarer Menge aufgenommen, sodass 
die speziesspezifische Erkennung von PTO-ODN in RAW264.7-Zellen und in HEK293-Zellen nicht auf 
Unterschiede in der Aufnahme der ODN zurückgeführt werden kann.  
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4.4 
4.4.1 
Charakterisierung suppressiver ODN, welche die TLR9-induzierte 
 Aktivierung von Immunzellen hemmen 
Im Laufe der Untersuchung synthetischer ODN mit unterschiedlichen Sequenzen zeigte sich, dass 
eines der getesteten ODN zur Hemmung von CpG-ODN induzierter Immunstimulation führte 
(unveröffentlichte Befunde). Dieses ODN (PZ3, 5’-CTCCTATTGGGGGTTTCCTAT-3’) zeichnete sich 
durch das Vorhandensein von fünf Guanosin-Resten in Folge und durch das Fehlen eines 
immunstimulatorischen CpG-Motivs aus. Im Rahmen dieser Arbeit wurde PZ3 in Bezug auf seine 
immunsuppressiven Eigenschaften näher untersucht. 
Poly-G-ODN PZ3 hemmt die CpG-induzierte Aktivierung von  Makro-
 phagen und BMDCs 
Die Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 und knochenmarksgenerierte primäre DCs (BMDC) wurden mit 
dem gut charakterisierten CpG-ODN 1668 und dem inhibitorischen ODN PZ3 kostimuliert. Mittels 
ELISA wurde die Auswirkung von PZ3 auf die CpG-induzierte Zytokinproduktion untersucht, wobei in 
RAW264.7-Zellen TNFα und in BMDCs zusätzlich IL12p40 als typische proinflammatorische Zytokine 
gemessen wurden. Sowohl in RAW264.7-Zellen als auch in BMDCs führte die Stimulation mit 
CpG-ODN 1668 zu einer dosisabhängigen Zytokinsekretion (s. Abbildung 4-38). Die halbmaximale 
Konzentration lag bei Makrophagen für die TNFα-Sekretion bei ca. 0,02 µM, bei DCs für die IL12p40-
Sekretion bei ca. 0,1 µM und für die TNFα-Sekretion bei 0,03 µM. Die Kostimulation mit PZ3 führte in 
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Abbildung 4-38 Einfluss von ODN PZ3 auf die CpG-induzierte Zytokinsekretion in RAW264.7-Zellen und BMDCs
RAW264.7-Zellen (A) (1x105) bzw. BMDCs (B,C) (2x105) wurden mit 1668-PTO und PZ3-PTO ü.N. kostimuliert. 
Zellfreier Überstand wurde zur Zytokinbestimmung mittels ELISA eingesetzt. Angegeben sind Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus Duplikaten eines Versuches, der repräsentativ für mindestens drei Durchführungen war. 
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Die CpG-induzierte TNFα-Sekretion in RAW274.6-Zellen wurde bereits bei der niedrigsten 
eingesetzten Konzentration von 100 nM ODN PZ3 sehr stark gehemmt und konnte durch höhere 
Konzentrationen nicht stärker inhibiert werden. In RAW264.7-Zellen konnte bei einem molaren 
Verhältnis von PZ3 zu 1668 von 1:30 noch eine Inhibition auf ca. 40% der TNFα-Sekretion von 
CpG-ODN 1668 beobachtet werden (s. Abbildung 4-38A). Die CpG-ODN 1668-induzierte TNFα-
Sekretion wurde in BMDCs leicht schwächer gehemmt. Bei einem molaren Verhältnis von 1:10 
(0,1 µM PZ3 : 1 µM 1668) wurde die TNFα-Sekretion hier auf ca. 55% gehemmt (s. Abbildung 4-38B). 
Die Hemmung der IL12p40-Sekretion von CpG-stimulierten BMDCs durch PZ3 war schwächer als die 
Inhibition der TNFα-Produktion in diesen Zellen (s. Abbildung 4-38C). Das ODN PZ3 alleine führte in 




















Abbildung 4-39 Aktivität von PZ3 und 1668-GC 
RAW264.7-Zellen (1x105) bzw. BMDCs (2x105) wurden 
mit 1 µM 1668-PTO, PZ3-PTO oder 1668-GC-PTO 
stimuliert. Der zellfreie Überstand wurde zur Zytokin-
bestimmung mittels ELISA eingesetzt. Angegeben sind 
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Duplikaten 






Der in Abbildung 4-38 gezeigte Hemmeffekt von PZ3 war spezifisch, da die Kostimulation mit CpG-
ODN 1668 und einem unstimulativen ODN 1668-GC, bei dem lediglich das CpG-Motiv invertiert 
wurde, nur zu einer minimalen Inhibition der Zytokinproduktion führte (s. Abbildung 4-40). 1668-GC 
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Abbildung 4-40 Einfluss von 1668-GC auf die CpG-induzierte Zytokinsekretion in RAW264.7-Zellen und BMDCs
RAW264.7-Zellen (A) (1x105) bzw. BMDCs (B,C) (2x105) wurden mit 1668-PTO und 1668-GC in den angegebenen 
Konzentrationen ü.N. kostimuliert. Der zellfreie Überstand wurde zur Zytokinbestimmung mittels ELISA eingesetzt.
Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Duplikaten eines Versuches, der repräsentativ für 
mindestens drei Durchführungen war. 
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Weitere Experimente zeigten, dass nicht nur die Protein-Sekretion, sondern auch die mRNA-Induktion 
durch PZ3 gehemmt wurde (s. Abbildung 4-41). Dazu wurden RAW264.7-Zellen bzw. BMDCs mit 
CpG-ODN 1668 und ODN PZ3 kostimuliert und die relative mRNA-Expression von TNFα und 
IL12p40, bezogen auf das unregulierte Gen β-Aktin, bestimmt. Die Hemmung der CpG-induzierten 
Zytokinexpression bei gleichzeitiger Inkubation mit ODN PZ3 war in RAW264.7-Zellen und BMDCs, 
sowohl für TNFα als auch für IL12p40 zu beobachten, wobei die Inhibition in RAW264.7-Zellen, 
übereinstimmend mit den Ergebnissen in Bezug auf die Proteinsekretion, stärker ausgeprägt war. 
Auch bei Messung der mRNA-Expression konnte weder durch ODN PZ3 noch durch ODN 1668-GC 
























































































































Abbildung 4-41 Einfluss von PZ3 auf die CpG-induzierte mRNA-Induktion proinflammatorischer Zytokine 
RAW264.7-Zellen (A, B) (5x105) bzw. BMDCs (C, D) (1x106) wurden mit 1668-PTO und PZ3-PTO bzw. 1668-GC-PTO 
in den angegebenen Konzentrationen für 4 h kostimuliert und die mRNA-Expression der Zytokine mittels quantitativer 
real-time RT-PCR bestimmt. Die Expression wurde auf die Expression des unregulierten Gens ß-Aktin normalisiert. 
Aufgetragen ist die x-fache Induktion der Expression im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Angegeben sind
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Versuchen. 
 
CpG-ODN führen neben der Induktion von Zytokinen in DCs auch zur Hochregulation von MHC 
Klasse II und kostimulatorischen Molekülen. Die Inkubation von BMDCs mit PZ3 alleine änderte die 
Expression von MHC Klasse II, CD40, CD80 und CD86 nicht (Daten nicht gezeigt). Die Stimulation 
der Zellen mit CpG-ODN 1668 führte zu einer Hochregulation der genannten Aktivierungsmarker 
(s. Abbildung 4-42). Die CpG-ODN induzierte Hochregulation sowohl der kostimulatorischen Moleküle 
CD40, CD80 und CD86 als auch die von MHC Klasse II konnte durch gleichzeitige Inkubation mit PZ3 










Abbildung 4-42 Einfluss von PZ3 auf 
die CpG-induzierte Hochregulation 
kostimulatorischer Oberflächenmarker 
in BMDCs 
BMDCs (1x105) wurden unstimuliert 
belassen (graue Fläche), mit 1 µM 1668-
PTO alleine (schwarze Linie) oder in 
Anwesenheit von 0,3 µM PZ3 
(gestrichelte Linie) über Nacht stimuliert. 
Mittels Durchflusszytometrie wurde die 
Oberflächenexpression der angegebenen 
Moleküle bestimmt. Der Versuch ist 
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4.4.2 PZ3 inhibiert die CpG-induzierte Zytokinsekretion bei verzögerter 
 Zugabe 
Als nächstes wurde die inhibitorische Potenz von PZ3 bei verzögerter Zugabe untersucht. Hierzu 
wurden RAW264.7-Zellen und BMDCs mit CpG-ODN 1668 stimuliert und gleichzeitig bzw. zu den 
angegebenen Zeitpunkten nach initialer Stimulation mit PZ3 im Verhältnis 1:10 und 1:3 koinkubiert. 
Anschließend wurde die TNFα-Sekretion und bei BMDCs darüberhinaus die IL12p40-Sekretion mittels 
ELISA ermittelt. Die Zugabe von PZ3 bis zu 7 h nach Stimulation durch CpG-ODN1668 führte in 
beiden Zellsystemen noch zu einer eindeutigen Inhibition der Sekretion der untersuchten Zytokine 
(s. Abbildung 4-43). Auch in der Zeitkinetik wurde in BMDCs die IL12p40-Sekretion weniger effizient 
gehemmt als die TNFα-Sekretion. Bei RAW264.7-Zellen war schon bei einem molaren Verhältnis von 
PZ3 zu 1668 von 1:10 die maximale Hemmwirkung zu sehen. Dies konnte über den gesamten 
Zeitverlauf durch Erhöhung der PZ3 Konzentration auf ein Verhältnis von 1:3 nicht gesteigert werden. 
Das schwächer werdende Ausmaß der Inhibition über die Zeit konnte somit nicht durch höher 
eingesetzte Konzentrationen gesteigert werden. 
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Abbildung 4-43 Zeitabhängigkeit der Hemmung von CpG-induzierter Aktivierung durch PZ3 
RAW264.7-Zellen (1x105) (A) bzw. BMDCs (2x105) (B,C) wurden mit 100 nM 1668-PTO stimuliert. Zu den angegebenen 
Zeitpunkten wurde PZ3 im Verhältnis 1:10 und 1:3 bzw. Medium zugegeben. Nach 16 h wurde der zellfreie Überstand zur 
Zytokinbestimmung mittels ELISA eingesetzt. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung aus Duplikaten eines
Versuches, der repräsentativ für zwei Durchführungen war. 
 
4.4.3 Spezifität der Hemmung von PZ3 für TLR9 
4.4.3.1 Hemmung weiterer TLRs 
Im Folgenden wurde untersucht, ob der beobachtete Inhibitionseffekt von PZ3 auf die Aktivierung von 
Makrophagen TLR9-spezifisch war. Hierzu wurden RAW264.7-Zellen mit Liganden für verschiedene 
TLRs stimuliert und der Einfluss von PZ3 auf die TNFα- und NO2- -Sekretion untersucht. Die durch 
den TLR4-Liganden LPS induzierte TNFα-Sekretion konnte weder bei hohen Konzentrationen von 
LPS noch bei suboptimaler Konzentration von 1 ng/ml LPS durch PZ3 gehemmt werden (s. Abbildung 
4-44A). Gleichfalls konnte keine Inhibition für die LPS-induzierte NO2--Produktion beobachtet werden 
(s. Abbildung 4-44B). Pam3CSK4 und MALP2 wurden als Stimuli für TLR1/2 bzw. TLR2/6 beide in 
ebenfalls suboptimalen Konzentrationen eingesetzt. Auch hier konnte weder für TNFα noch für NO2-  
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eine Inhibition der Sekretion festgestellt werden (s. Abbildung 4-44C, D). Die Kostimulation mit PZ3 
hatte auch auf die durch den synthetischen TLR3-Liganden Poly(I:C) hervorgerufene TNFα-Sekretion 
keinen Einfluss (s. Abbildung 4-44E). Da die TLR3-Stimulation keine NO-Produktion induzierte, konnte 
hier zur Hemmungen durch PZ3 keine Untersuchungen durchgeführt werden. Diese Ergebnisse 
machen deutlich, dass die hier untersuchten Rezeptoren TLR1/2, TLR2/6, TLR3, und TLR4 nicht 
durch PZ3 gehemmt werden. 
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Abbildung 4-44 Einfluss PZ3-PTO auf TLR-induzierte Aktivierung  
RAW264.7-Zellen (1x105) (A, B) wurden mit Lipopolysacharid (LPS) (A), Pam3CSK4 (5 µg/ml), macrophage-activating 
lipopeptide-2 (MALP2; 500 ng/ml) (C, D) oder Poly(I:C) (10 µg/ml) (E) zusammen mit den angegebenen Konzentrationen 
PZ3-PTO bzw. Medium stimuliert. Nach 24 h wurden zellfreie Überstände gewonnen und diese zur Bestimmung der TNFα-
Sekretion mittels ELISA eingesetzt. Weitere 24 h später wurde die Konzentration von NO2- im Überstand bestimmt. 
Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Duplikaten eines Versuches, der repräsentativ für mindestens 
drei Durchführungen war. 
ohne PZ3
+ 300 nM PZ3
+ 100 nM PZ3
 
4.4.3.2 PTO-abhängige Inhibition RNA induzierter TLR7/8 Aktivierung durch ODN  
TLR7 und TLR9 werden beide im endolysosomalen Kompartiment aktiviert und erkennen beide 
Nukleinsäuren als Liganden. Darüber hinaus weisen sie eine hohe Sequenzhomologie auf und ähneln 
sich stark in ihrer Proteinstruktur. Deshalb wurde der Effekt von PZ3 auf die Aktivierung von 
Makrophagen durch unterschiedliche TLR7-Liganden genauer untersucht. Zunächst wurden 
RAW264.7-Zellen mit den synthetischen TLR7-Liganden R848 bzw. Imiquimod und PZ3 kostimuliert 
und TNFα und NO2- in Zellüberständen als Aktivierungsparameter gemessen. Beide Liganden führten 
konzentrationsabhängig zu einer TNFα- und NO2--Sekretion (s. Abbildung 4-45A). Diese war durch 
PZ3 nicht beeinflusst. Lediglich im Falle der Stimulation mit R848 war bei sehr hohen PZ3-
Konzentrationen eine leicht verminderte TNFα- und NO2--Sekretion zu beobachten (s.Abbildung 
4-45B). 
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Abbildung 4-45 Einfluss von PZ3-PTO auf TLR7-induzierte Aktivierung 
RAW264.7-Zellen (1x105) wurden mit R848 (A+B) oder Imiquimod (C+D) zusammen mit PZ3-PTO stimuliert. Nach 24 h 
wurden zellfreie Überstände zur Bestimmung der TNFα-Sekretion mittels ELISA eingesetzt. Weitere 24 h später wurde 
die Konzentration von NO2- im Überstand bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung aus 
Duplikaten eines Versuches, der repräsentativ für mindestens drei Durchführungen war. 
 
Der natürliche Ligand von TLR7 ist virale RNA. Diese kann durch synthetische RNA-Oligomere, wie 
z.B. durch RNA40, welches eine Länge von 20 bp aufweist, imitiert werden. Suboptimale 
Konzentrationen an RNA40 wurden mit DOTAP in RAW264.7-Zellen transfiziert, welche zeitgleich mit 
PZ3 inkubiert wurden. Hierbei kam es zu einer konzentrationsabhängigen Inhibition der RNA40 
induzierten TNFα-Ausschüttung (Abbildung 4-46). Diese war jedoch nicht spezifisch für PZ3, da auch 
die Kostimulation der Zellen mit 1668-GC, hier zu einer Inhibition führte. Die Inhibition der TLR7-
Aktivierung durch PZ3 und 1668-GC war darüber hinaus von ähnlichem Ausmaß. Zur Hemmung von 
TLR7 waren jedoch höhere Konzentrationen von PZ3-PTO (300 nM, um eine deutliche Inhibition zu 
beobachten) nötig, als dies der Fall war, um die TLR9 Aktivierung zu inhibieren. Hier war bei 
vergleichbar eingesetztem TLR9 Stimulus (300 nM 1668) schon bei 10-30 nM eine starke 
Beeinträchtigung der TNFα-Sekretion zu sehen. Die Inhibition der TLR9-Aktivierung war 
















































































































Abbildung 4-46 Hemmung von RNA-induzierter TLR7-Aktivierung durch PZ3 
RAW264.7-Zellen (1x105) (A) und BMDCs (2x105) aus wt- Mäusen (B) oder TLR9-/--Mäusen (C) wurden mit RNA40, 
welche zuvor mit DOTAP im Verhältnis 1:2,5 komplexiert wurde, stimuliert. Wenn angegeben, wurde simultan mit
300 nM, 100 nM oder 30 nM PZ3 bzw. 1668-GC koinkubiert. Nach 24 h wurden zellfreie Überstände zur Bestimmung 
der Zytokinsekretion mittels ELISA gewonnen. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus Duplikaten 
eines Versuches, der repräsentativ für mindestens drei Durchführungen war. 
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Dieser sequenzunabhängige Effekt von PZ3 auf die durch RNA40 induzierte Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine konnte auch bei BMDCs für die IL12p40-Sekretion beobachtet werden. 
Um zu untersuchen, ob die Inhibition TLR9 abhängig war, wurde der Versuch mit BMDCs aus 
TLR9-/--Mäusen wiederholt. Auch hier trat bei Koinkubation der Zellen mit PZ3 oder 1668-GC eine 
verminderte IL12p40-Sekretion nach RNA40-Stimulation auf. Die Unabhängigkeit des Inhibitions-
effektes von TLR9 konnte durch Stimulation von stabil mit hTLR8 transfizierten Zellen bestätigt 
werden. Hier kam es nach Stimulation mit RNA40 und gleichzeitiger Inkubation sowohl mit PZ3 als 
auch 1668-GC zu einer eingeschränkten IL-8 Sekretion (s. Abbildung 4-47A). Die Inhibition von 
RNA40-induzierter Zellaktivierung durch PZ3 und 1668-GC war abhängig von der PTO-Modifikation 
der Basen, da weder PZ3-PO noch 1668-GC-PO zu einer Beeinträchtigung der TNFα-Sekretion nach 
RNA40 Transfektion führten (s. Abbildung 4-47B). Somit führten PTO-ODN zu einer 
sequenzunabhängigen Inhibition der Aktivierung von TLR7 und TLR8 durch RNA, sodass hier ein 








































































Abbildung 4-47 Spezifität der Hemmung RNA-induzierter Aktivierung 
Stabil transfizierte HEK293-hTLR8-Zellen (A) bzw. RAW264.7-Zellen (B) wurden mit RNA40, welche zuvor im 
Verhältnis 1:2,5 mit DOTAP komplexiert worden war, stimuliert. Gleichzeitig erfolgte die Zugabe von 300 nM, 100 nM 
bzw. 30 nM PZ3 oder 1668-GC (A) bzw. PZ3-PO oder 1668-GC-PO (B). Nach 16 h wurden zellfreie Überstände zur 
Bestimmung der IL8-Sekretion (A) bzw. TNFα-Sekretion (B) mittels ELISA eingesetzt. Angegeben sind Mittelwerte mit 
Standardabweichungen aus Duplikaten eines Versuches, der repräsentativ für mindestens drei Durchführungen war. 
 
4.4.3.3 Hemmung von HEK293-mTLR9-Zellen durch PZ3 
Um die Spezifität von PZ3 gegenüber TLR9 mit einer weiteren Methode zu bestätigen, wurde mit 
HEK293-Zellen gearbeitet, die stabil mit TLR9 transfiziert waren. Hier erfolgte wie zu erwarten nach 
Stimulation mit 1668-PTO eine konzentrationsabhängige Sekretion des NFκB-abhängigen Zytokins 
IL8 (s. Abbildung 4-47). Diese konnte durch die gleichzeitige Zugabe von PZ3 gehemmt werden. PZ3 
alleine führte zu keiner Aktivierung der HEK293-mTLR9-Zellen. Da bei den eingesetzten 
Konzentrationen von 100 nM bis 1000 nM kein Unterschied im Ausmaß der Inhibition festgestellt 
werden konnte, wurde die Konzentration an eingesetztem PZ3 verringert. Selbst bei einem molaren 
Verhältnis von PZ3 zu CpG-ODN 1668 von 1:30 (10 nM PZ3 : 300 nM 1668) konnte eine Reduktion 
der IL8-Sekretion um 50% beobachtet werden. Die CpG-ODN 1668 induzierte IL8-Sekretion konnte 
durch Koinkubation der Zellen mit 1668-GC nicht gehemmt werden, sodass auch in diesem 
Zellsystem die Inhibition von CpG-ODN 1668 spezifisch durch PZ3 erzielt wurde (s. Abbildung 4-47C). 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Transfektion von TLR9 ausreichend war, um die CpG-Aktivierung in 
HEK-Zellen spezifisch durch PZ3 zu inhibieren. 
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Abbildung 4-48 Hemmung CpG-induzierter 
Aktivierung in HEK293-mTLR9-Zellen 
Stabil transfizierte HEK293-mTLR9-Zellen 
wurden ü. Nacht mit 1668-PTO zusammen mit 
PZ3 (A,B) bzw. zusammen mit 1668-GC (C)
koinkubiert. Zellfreier Überstand wurde zur 
Bestimmung der IL8-Sekretion mittels ELISA 
eingesetzt. Angegeben sind Mittelwerte mit 
Standardabweichung von Duplikaten eines 
Versuches. Die abgebildeten Versuche sind 
repräsentativ für zwei Durchführungen. 
4.4.4 PZ3 hemmt humane plasmazytoide DCs 
Im Folgenden wurde untersucht, ob das suppressive ODN PZ3 auch humane Zellen hemmt. PBMCs 
wurden mit dem A-Typ ODN 2216, welches vorwiegend pDCs aktiviert, stimuliert, und IFNα wurde als 
spezifischer Aktivierungsmarker von pDCs gemessen. PZ3 verhinderte die CpG-ODN 2216 induzierte 
mRNA-Induktion der gemessenen IFNα-Spezies (aA, a13, aD, a1B, a2, a1) komplett (s. Abbildung 
4-49A). Dieses Ergebnis konnte auf Ebene der Proteinsekretion bestätigt werden: Die IFNα-Sekretion 
wurde nach über Nacht Stimulation mit CpG-ODN 2216 durch das ODN PZ3 bei einem molaren 
Verhältnis von 1:3 auf ca. 50 % gehemmt (s.Abbildung 4-49B). Die Effizienz der Inhibition ist somit in 
diesem Zellsystem geringer als in den untersuchten murinen Zellsystemen, wo bei RAW264.7-Zellen 
und BMDCs die Hemmung der TNFα-Sekretion um 50% schon durch ein Verhältnis von 1:30 bzw. 
































































Abbildung 4-49 Hemmung der Aktivierung von humanem TLR9 durch PZ3 
PBMCs (4x105; A oder 1x106; B) oder stabil transfizierte HEK293-hTLR9-Zellen (2x105) (C) wurden mit 3 µM CpG-ODN 
2216 und 300 nM, 100 nM oder 30 nM (B+C) bzw. 300 nM (A) PZ3 koinkubiert. A: Nach vierstündiger Stimulation wurde 
die relative Expression von IFNα mittels quantitativer real-time RT-PCR bestimmt. Die gemessenen Werte wurden auf 
die Expression des unregulierten Gens GAPDH normalisiert. B+C: Nach 16 h wurden zellfreie Überstände zur 
Bestimmung der Zytokinsekretion mittels ELISA eingesetzt. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus 
Duplikaten eines Versuches, der repräsentativ für mindestens zwei weitere Durchführungen war.  
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Zusätzlich wurde der inhibitorische Effekt von PZ3 auf HEK293-Zellen, die stabil mit humanem TLR9 
transfiziert waren, getestet. Diese wurden mit dem B-Typ ODN 2006 stimuliert und der Einfluss von 
PZ3 auf die IL8-Sekretion wurde untersucht. Auch hier kam es zu einer konzentrationsabhängigen 
Hemmung der CpG-ODN induzierten Zytokinsekretion (s. Abbildung 4-49C). Somit kann geschlossen 
werden, dass das inhibitorische ODN PZ3 sowohl im murinen als auch im humanen System wirksam 
ist. 
4.4.5 Sequenzspezifische Hemmung durch PZ3 
4.4.5.1 Das intakte Poly-G-Motiv hemmt sowohl in cis als auch in trans 
Zunächst wurde analysiert, ob eine Folge von fünf Guanosin-Resten essentiell für die suppressive 
Wirkung von PZ3 ist. Das Unterbrechen der Guanosin-Abfolge durch ein Thymidin (PZ3-T) führte zu 
einem Verlust der inhibitorischen Eigenschaften des ODN im Bezug auf die durch CpG-ODN 1668 
induzierte TNFα-Sekretion in RAW264.7-Zellen (s. Abbildung 4-50A). Somit verhielt sich das ODN 
PZ3-T bei Koinkubation mit 1668 genauso wie das neutrale ODN 1668-GC. Dies zeigte, dass die 






















































Abbildung 4-50 Einfluss des Poly-G-Motivs 
auf die Hemmwirkung von PZ3 
RAW264.7-Zellen (1x105) wurden ü. N. mit 1 µM 
des angegebenen ODN stimuliert. Zeitgleiche 
Zugabe von 300 nM der angegebenen ODN (A). 
Kostimulation mit PZ3 bzw. G5-ODN im ange-
gebenen molaren Verhältnis (B). Der zellfreie 
Überstand wurde zur Bestimmung der 
Zytokinsekretion mittels ELISA eingesetzt. 
Angegeben sind Mittelwerte mit Standard-
abweichung von Duplikaten eines Versuches. Der 
abgebildete Versuch ist repräsentativ für 
mindestens drei Durchführungen.  
 
Das Poly-G-Motiv alleine, in Form eines PTO-Pentamers (G5-PTO), zeigte keine Beeinträchtigung der 
CpG-ODN 1668 induzierten TNFα-Ausschüttung in RAW264.7-Zellen (s. Abbildung 4-50B), was die 
Notwendigkeit von längeren Sequenzen impliziert. Das Poly-G-Motiv zeigte bei Gabe mit dem CpG-
Motiv in trans eine inhibitorische Wirkung auf die durch das CpG-Motiv hervorgerufene Zellaktivierung. 
Um die Inhibition in cis zu testen, wurde die Wirkung des ODN 1668-G5-PTO, welches ein zentrales 
CpG-Motiv und ein 3’-lokalisiertes Poly-G-Motiv besitzt, untersucht. 1668-G5-PTO führte im Vergleich 
zu einem ODN, bei dem das Poly-G-Motiv durch ein Thymidin unterbrochen war (1668-G5-T-PTO), zu 
einer eingeschränkten TNFα-Sekretion in RAW264.7-Zellen (s. Abbildung 4-50A). Der inhibitorische 
Effekt des Poly-G-Motives war jedoch weniger stark ausgeprägt als bei Gabe in trans. 
4.4.5.2 Die PTO-Modifikation ist essentiell für die Inhibition durch PZ3 
Um den Einfluss der Rückgratmodifikation auf die suppressive Wirkung von PZ3 zu testen, wurden 
sowohl RAW264.7-Zellen als auch BMDCs mit 1668-PTO stimuliert und gleichzeitig mit PZ3-PO bzw. 
PZ3-PTO inkubiert. Bei beiden Zellarten wurde als Aktivierungsmarker ein typisches proin-
flammatorisches Zytokin gemessen (TNFα für RAW264.7-Zellen und IL12p40 für BMDCs).  
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Abbildung 4-51 Einfluss der Rückgratmodifikation auf den Hemmeffekt von PZ3 
RAW264.7-Zellen (1x105; A) bzw. BMDCs (2x105; B) wurden mit 1668-PTO und PZ3-PTO bzw. PZ3-PO ü. N. 
koinkubiert. Der zellfreie Überstand wurde zur Bestimmung der Zytokinsekretion mittels ELISA eingesetzt. Angegeben
sind Mittelwerte mit Standardabweichung von Duplikaten eines Versuches. Die abgebildeten Versuche sind 
repräsentativ für mindestens drei Durchführungen.  
 
PZ3-PO führte im Gegensatz zu PZ3-PTO zu keiner Beeinträchtigung der CpG-ODN 1668 induzierten 
Zytokinsekretion (s. Abbildung 4-51). Selbst bei einem molaren Verhältnis von 1:3, bei dem die 
Zytokinsekretion durch PZ3-PTO in RAW264.7-Zellen auf Hintergrundwerte (s. Abbildung 4-51A), 
bzw. in BMDCs um über 90% gehemmt wurde (s. Abbildung 4-51B), war durch PZ3-PO keinerlei 
Beeinflussung der Zellaktivierung zu beobachten. PO-ODN sind weniger nukleaseresistent und 
werden von Zellen schlechter aufgenommen als PTO-modifizierte ODN. Um eine verminderte 
Aufnahme als Grund für die nicht vorhandene Inhibition von PZ3-PO auszuschließen, wurden die 
ODN mittels des kationischen Lipids DOTAP in die Zellen transfiziert und eingeschleust. 
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Abbildung 4-52 Einfluss der Rückgratmodifikation auf die Hemmwirkung von PZ3 bei Komplexierung mit DOTAP 
RAW264.7-Zellen (1x105) wurden mit den angegebenen Stimuli ü.N. (1668-PTO in A und C; 1668-PO in B und D) 
stimuliert. Die zur Kostimulation verwendet ODN wurden, wenn angegeben, in einem gemeinsamen Ansatz mit DOTAP 
komplexiert und dann zu den Zellen gegeben. Der zellfreie Überstand wurde zur Bestimmung der TNFα-Sekretion mittels 
ELISA eingesetzt. Die Aktivierung wurde auf die TNFα-Sekretion der jeweiligen Stimulation mit CpG-ODN 1668 normiert. 
Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung von drei unabhängig durchgeführten Versuchen. 
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Die Transfektion mit DOTAP zeigte keinen Einfluss auf die Aktivität von 1668-PTO (s. Abbildung 
4-52A), wohingegen eine Aktivität von 1668-PO in Konzentrationen, die ohne Komplexierung mit 
DOTAP nicht zu einer Stimulation von RAW264.7-Zellen führten, erzielt werden konnte (s. Abbildung 
4-52B). Die Aktivierung der RAW264.7-Zellen konnte jedoch unter keinem der getesteten Umstände 
durch PZ3-PO gehemmt werden. Auch eine Transfektion von PZ3-PO mit DOTAP führte zu keiner 
inhibitorischen Wirkung auf die CpG-induzierte TNFα-Sekretion. Die Aktivierung der Zellen durch 
transfiziertes 1668-PTO konnte jedoch weiterhin durch PZ3-PTO gehemmt werden (s. Abbildung 
4-52C). Ebenso führte die Kotransfektion von PZ3-PTO mit 1668-PO zu einer Verminderung der durch 
die 1668-PO Translokation induzierten Zytokinsekretion (s. Abbildung 4-52D). Die Ergebnisse zeigen, 
dass die Transfektion von CpG-PO-ODN wie erwartet zu einer Aktivierung der Zelle führte, die 
Translokation des in seiner PO-Form neutralen ODN PZ3 jedoch nicht zu den in der PTO-Form 
vorhandenen inhibitorischen Eigenschaften führte. Somit wurde deutlich, dass mangelnde Aufnahme 
nicht der Grund für die fehlende Wirkung von PZ3-PO ist, und darüberhinaus, dass die Phosphothioat-
Modifikation des Rückgrates essentiell für die Inhibition durch PZ3 ist. 
4.4.6 PZ3-ODN hemmt das proximale CpG-Signal  
Im Folgenden wurde die Funktionsweise der Inhibition von PZ3 untersucht. Unter 4.4.1 wurde gezeigt, 
dass PZ3 die CpG-induzierten Signale proximal von der Transkriptionsinduktion hemmte. Deshalb 
wurde der Einfluss von PZ3 auf die CpG-induzierte Aktivierung von MAP-Kinase p38 mittels 
Westernblotanalyse untersucht. CpG-ODN induzierte nach ca. 10 min die Phosphorylierungder 
p38-MAP-Kinase, welche über einen Zeitraum von mindestens 60 min anhielt (s. Abbildung 4-53).  
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Abbildung 4-53 Hemmung der Phospho-p38-MAP-Kinase 
BMDCs (1x106) wurden in Gegenwart oder Abwesenheit von 
0,3 µM PZ3 mit 1 µM CpG-ODN 1668 für die angegebene 
Dauer stimuliert. Anschließend wurde in Zelllysaten die 
Phosphorylierung von p38-mitogen-activated Protein (MAP) 
Kinase und die Expression von β-Aktin mittels 
Westernblotanalyse bestimmt.  
 
Bei zeitgleicher Zugabe von PZ3 wurde die CpG-induzierte Phospohorylierung zu allen gemessenen 
Zeitpunkten stark gehemmt. Als Kontrolle wurde β-Aktin dargestellt, das in allen Proben in gleicher 
Menge vorhanden war. Die Aktivierung der MAP-Kinase ERK wurde nicht untersucht, da diese nach 
CpG-Stimulation in BMDCs nicht aktiviert wird (Hacker et al. 1998). Die Phosporylierung der MAP-
Kinase JNK durch CpG-Stimulation wurde zwar berichtet, war in den hier durchgeführten 
Experimenten jedoch schwer darstellbar. 
4.4.7 Die Aufnahme von CpG-DNA wird durch PZ3 nicht beeinflusst  
Von unserer Arbeitsgruppe wurde zuvor publiziert, dass Poly-G Motive die zelluläre Aufnahme 
erhöhen. Dieser Effekt wurde jedoch nur für PO-ODN beobachtet, während Poly-G-Motive den 
Transport von PTO-ODN in die Zelle nicht beeinflussten (Dalpke et al. 2002; Bartz et al. 2004). 
Versuche, bei denen die Notwendigkeit der Aufnahme durch vorherige Komplexierung der CpG-ODN 
mit DOTAP umgangen wurde, zeigten immer noch eine Hemmung von CpG-induzierter Aktivierung 
durch PZ3-PTO (s. Abbildung 4-52C). Das Ausmaß der Inhibition wurde durch die direkte 
Translokation des CpG-ODN in die Zelle nicht vermindert. Sowohl mit als auch ohne DOTAP kam es 
bei Stimulation mit 100 nM CpG-ODN 1668 und gleichzeitiger Inkubation mit 10 nM PZ3 zu einer 
Hemmung der TNFα-Sekretion um ca. 80% gegenüber der Stimulation mit CpG-ODN 1668 alleine.  
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Abbildung 4-54 Aufnahme FITC-markierter ODN 
RAW264.7-Zellen (1x105) wurden für 3 h mit der entsprechenden Konzentration Flourescein-Isothiocyanat (FITC)-
markierter ODN inkubiert. (A). Die Inkubation der Zellen erfolgte in Gegenwart und Abwesenheit von PZ3 bzw. 1668-
GC mit 1 µM FITC-markiertem 1668 (B). Das Verhältnis der ODN zu 1668-FITC ist angegeben. Die Aufnahme wurde 
mittels FACS-Analyse quantifiziert und auf die Aufnahme von 1668-FITC alleine normalisiert. Angegeben sind 
Mittelwerte mit Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen. 
 
Dies spricht dagegen, dass der Grund für die Inhinbition der CpG-Aktivierung in einer Beeinflussung 
der Aufnahme von CpG-ODN durch PZ3 zu suchen ist. Um eine Rolle von PZ3 bei der Aufnahme von 
CpG-ODN weiter auszuschließen, wurden RAW264.7-Zellen mit FITC-markierten ODN inkubiert und 
deren Aufnahme in die Zellen gemessen (s. Abbildung 4-54). Sowohl das stimulative CpG-ODN 1668 
als auch das neutrale ODN 1668-GC und das inhibitorische ODN PZ3 wurden konzentrations-
abhängig aufgenommen. Es gab jedoch bei keiner gemessenen Konzentration Unterschiede im 
Ausmaß der Aufnahme zwischen den unterschiedlichen ODN, sodass die Hemmung durch PZ3 bei 
niedrigen Konzentrationen nicht durch eine verbesserte Aufnahme von PZ3 im Vergleich zu CpG-
ODN 1668 begründet werden kann.  
Darüber hinaus wurden Makrophagen mit FITC-markiertem CpG-ODN 1668 inkubiert und der Effekt 
von unmarkiertem 1668-GC und PZ3 auf die Aufnahme gemessen. Weder das neutrale ODN 
1668-GC, noch das suppressive ODN PZ3 hemmten die Aufnahme von CpG-ODN 1668-PTO bei 
niedrigen molaren Verhältnissen zu 1668. Bei einem Verhältnis von 0,3:1 von PZ3 zu 1668 konnte auf 
Ebene der Zytokinsekretion in Makrophagen eine Hemmung von bis zu 80% beobachtet werden 
(s. Abbildung 4-52C). Bei gleichem molarem Verhältnis kam es jedoch weder durch unmarkiertes PZ3 
noch durch 1668-GC zu einer Beeinflussung der Aufnahme von FITC-markiertem CpG-ODN 1668. 
Lediglich bei Zugabe im Überschuss kam es zu einer Suppression der Aufnahme von CpG-ODN 
1668. Das Ausmaß der Hemmung war jedoch im Falle des suppressiven ODN von gleicher Stärke wie 
im Falle des neutralen ODN 1668-GC. Die Beobachtungen sprechen für eine bisher unbekannte 
sättigbare, rezeptorvermittelte und sequenzunabhängige Aufnahme. Darüber hinaus schließen die 
Ergebnisse eine Beteiligung der Hemmung der Aufnahme am Inhibitionseffekt von PZ3 auf der 
Aktivierungsebene weiter aus.  
Um diese Annahme weiter zu untermauern, wurde ein kürzlich beschriebenes TLR9-Konstrukt 
eingesetzt, welches aus der Extrazellulärdomäne des TLR9 und der TM- und Intrazellulärdomäne des 
TLR4 zusammengesetzt ist (TLR9N4C) (Barton et al. 2006). Dieser chimäre Rezeptor zeichnet sich 
im Vergleich zum endosomal vorkommenden TLR9 durch eine Lokalisation an der Zelloberfläche aus. 
In HEK293-Zellen, die transient mit TLR9wt transfiziert wurden, konnte durch 1668-PTO eine NFκB-
abhängige Luziferase-Aktivierung induziert werden. Auch Zellen, die mit TLR9N4C transfiziert waren, 
zeigten sich hoch responsiv gegenüber CpG-ODN 1668. Im Falle des im Endosom lokalisierten TLR9 
konnte die Zellaktivierung spezifisch durch PZ3-PTO, nicht jedoch durch 1668-GC 
konzentrationsabhängig inhibiert werden (s. Abbildung 4-55). 
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Abbildung 4-55 Hemmung CpG-induzierter TLR9N4C-Aktivierung 
HEK293-Zellen wurden transient mit mTLR9-HA (A) bzw. mTLR9N4C-HA (B) und NFκB-abhängigem Firefly-Luziferase-
Reporter und konstitutiv exprimiertem Renilla-Luziferase-Plasmid kotransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit den 
angegeben ODN für weitere 6 h stimuliert und die Luziferase-Aktivitär gemessen. Aufgetragen ist die Firefly-Aktivität 
normiert auf die Renilla-Aktivität in relativen Lichteinheiten (RLU). Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung
aus Duplikaten eines Versuchs, welcher repräsentativ für mindestens drei Versuche war. 
 
Auch bei Tansfektion der Zellen mit TLR9N4C, bei dem die Aufnahme von 1668 zur Aktivierung der 
Zelle nicht notwendig ist, kam es zu einer spezifischen, konzentrationsabhängigen negativen 
Beeinflussung der CpG-induzierten NFκB-Aktivierung (Abbildung 4-55B). Für den gleichen 
Hemmeffekt waren hier jedoch etwas höhere Konzentrationen an PZ3 notwendig. Die in 4.4.7 
dargestellten Ergebnisse schließen aus, dass die Inhibition der CpG-induzierten Aktivierung auf 
Ebene der Aufnahme stattfindet. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das suppressives ODN PZ3 sowohl in murinen 
Makrophagen und DCs und als auch in humanen pDCs die CpG-induzierte Aktivierung blockierte. PZ3 
war bei geringen molaren Verhältnissen von 1:10 und auch bei verzögerter Zugabe wirksam. Die 
Hemmung war spezifisch für TLR9, da andere TLRs nicht beeinflusst waren und abhängig von einem 
Motiv von fünf Guanosin-Resten in Folge. PZ3 inhibierte den proximalen CpG-Signalweg, eine 
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5 Diskussion 
CpG-reiche DNA, insbesondere bakterielle DNA, stellt einen Stimulus für das angeborene 
Immunsystem dar, indem TLR9 aktiviert wird. Der Stimulus kann durch synthetische 
Oligodesoxynukleotide (ODN) mit einem zentralen CpG-Motiv (CpG-ODN) imitiert werden. In der 
vorliegenden Arbeit wurden die funktionellen und strukturellen Wechselwirkungen zwischen Rezeptor 
und Ligand genauer untersucht. Hierzu wurden zum einen Mutationsstudien an der extrazellulären 
Domäne (ECD) des TLR9, welche den Liganden-bindenden Bereich des Rezeptors darstellt, 
durchgeführt und die Auswirkungen der Mutationen auf funktionellen Eigenschaften des Rezeptors 
untersucht. Zum anderen wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Richert (Universität Stuttgart, Institut für 
Organische Chemie) Veränderungen am Liganden durchgeführt. Hierzu wurden synthetische ODN  in 
ihrer Sequenz und Struktur modifiziert und die Auswirkungen auf die immunstimulatorische Aktivität 
gegenüber TLR9 analysiert. Darüber hinaus wurde ein ODN identifiziert und charakterisiert, welches 
durch das Vorhandensein eines zentralen Phosphothioat-modifizierten Poly-Guanosin-Motivs zu einer 
spezifischen Inhibition des TLR9 führt. 
5.1 Funktionelle Mutationsanalyse der TLR9-Ektodomäne 
Toll-like Rezeptoren erkennen über Interaktionen der Liganden mit der ECD eine Vielzahl 
unterschiedlicher mikrobieller Stimuli, wobei TLR9 als Liganden CpG-reiche DNA erkennt (Hemmi et 
al. 2000). Obwohl die bei der Aktivierung des Rezeptors stattfindenden Prozesse teilweise aufgeklärt 
sind, ist wenig über Regionen bekannt, die in die Bindung des Liganden und die Rezeptoraktivierung 
involviert sind. Die ECD der TLRs besteht aus Leucin-rich repeats (LRRs), einem Sequenzmotiv, 
welches sich durch das Vorhandensein konservierter hydrophober Reste auszeichnet. Jedes LRR 
bildet eine Schleife, bei dem die konservierten Reste ins Innere zeigen. Mehrere der LRRs zusammen 
bilden die hufeisenförmige ECD (s. Abbildung 5-1). Neben den LRRs, welche dem Konsensus-Motiv 
entsprechen, kommen in TLRs auch unregelmäßige LRRs vor. Diese enthalten Insertionen von 
Aminosäuren, welche nicht in das LRR Muster passen. Diese Insertionen kommen nach Position 10 














Abbildung 5-1 Modell der TLR9-ECD 
Dargestellt ist ein Modell der TLR9-
ECD. Hervorgehoben sind die 
unregelmäßigen Leucin-reichen-
repeats LRR2, LRR5, LRR8, LRR11 
und LRR20. Auch die untersuchten 
regelmäßigen LRRs LRR6 und LRR16 
sind markiert. Bereit gestellt von Dr. A. 
Kubarneko, DKFZ, Heidelberg. 
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Die verschiedenen TLRs unterscheiden sich in der Anzahl und Position dieser irregulären LRRs sowie 
in der Länge ihrer Insertionen. Für TLR3 wurde gezeigt, dass die Insertionen aus der ECD 
herausragen (Bell et al. 2005). Da TLRs eine Vielzahl strukturell unterschiedlicher Liganden binden 
können, wurde von uns und anderen die Hypothese aufgestellt, dass die ECD als Plattform dient und 
die Insertionen der irregulären LRRs das strukturelle Korrelat der unterschiedlichen Spezifitäten der 
TLRs darstellen (Bell et al. 2003). In dieser Arbeit wurde diese Hypothese durch Mutationsstudien 
bestätigt und weitere in die Rezeptoraktivierung involvierte Regionen innerhalb des N-terminalen 
Bereichs der TLR9-ECD identifiziert.  
5.1.1 N-terminale irreguläre LRRs sind für die TLR9-Aktivierung essentiell 
Wie oben beschrieben, wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, dass irreguläre LRRs in der TLR9-
ECD in die Ligandenbindung und/oder Rezeptoraktivierung involviert sind. Aus der Literatur gab es 
Hinweise, dass bei anderen TLRs die irregulären LRRs bei der  Bildung ligandenbindender Strukturen 
involviert sind: So wurde für TLR3 zu Beginn dieser Arbeit die Kristallstruktur der ECD veröffentlicht 
(Bell et al. 2005; Choe et al. 2005). Es lagen jedoch keine Daten über die Struktur des Rezeptor-
Liganden-Komplexes vor. TLR3 enthält zwei unregelmäßige LRRs (LRR12 und LRR20), welche eine 
Insertion nach Position 15 tragen. Die Insertion aus LRR12 liegt parallel zum β-Faltblatt des LRRs 
wohingegen die LRR20-Insertion aus der konvexen Seite des Rezeptors herausragt. Zwei Sulfationen 
des Kristallisierungsmediums  banden an Aminosäurereste im Bereich der Insertionen der TLR3-ECD. 
Da Sulfationen den Phosphatgruppen des RNA-Rückgrats ähneln, wurde eine Rolle der Insertionen in 
der Ligandenbindung postuliert. Später konnten Mutationsstudien eine Rolle für LRR20 bestätigen, da 
hier die Deletion zu einem Funktionsverlust des Rezeptors führte, wohingegen die Deletion der 
LRR12-Insertion toleriert wurde (Bell et al. 2006; Ranjith-Kumar et al. 2007). In der kürzlich 
publizierten molekularen Struktur der TLR3-ECD gebunden an dsRNA konnten zwei Bindungsstellen 
identifiziert werden (Liu et al. 2008). Darüber hinaus wurde deutlich, dass die Bindung des Liganden 
keine Konformationsänderungen in der ECD auslöst. Die C-terminal gelegene Bindungsstelle 
umfasste Aminosäuren des irregulären LRR20, die direkt an die dsRNA banden. Auch für TLR1 und 
TLR2 konnte eine Beteiligung von Aminosäureresten aus Insertionen bei der Ligandenbindung gezeigt 
werden (Jin et al. 2007). Für TLR1 und TLR2 findet die Bindung von triacylierten Lipopeptiden 
hauptsächlich über die Interaktion des Liganden mit hydrophoben Taschen in den Rezeptoren statt. 
Diese hydrophobe Tasche in TLR2 ist mit Aminosäuren aus LRR9-12 ausgekleidet, wobei LRR11 das 
einzige unregelmäßige LRR in TLR2 darstellt. Auch konnte eine Beteiligung der Aminosäuren der 
Insertion in LRR11 bei homophilen Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen mit TLR6 gezeigt werden (Jin et 
al. 2007). 
5.1.1.1 Die C-terminale YFP-Markierung beeinträchtigt die TLR9-Aktivität  
Zunächst wurde als Ausgangskonstrukt ein TLR9wt-Expressionsplasmid verwendet, bei dem 
C-terminal eine YFP-Markierung angefügt war (Latz et al. 2004). Dieses zeigte bei Transfektion in 
HEK293-Zellen eine CpG-abhängige NFκB-Aktivierung, die jedoch bei Transfektion von TLR9-HA 
fünffach höher lag. Dies zeigte, dass die relativ große YFP-Markierung von ca. 43 kDa eine 
vollständige Rezeptoraktivierung verhinderte. Die YFP-Konstrukte waren jedoch für 
Lokalisationsuntersuchungen nützlich. 
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5.1.1.2 Die Deletion kompletter LRRs in der TLR9-ECD verhindert die Rezeptoraktivierung 
Um die Beteiligung der unregelmäßigen LRRs bei der TLR9-Aktivierung zu analysieren, wurden 
zunächst die einzelnen unregelmäßigen LRRs in der TLR9-ECD komplett deletiert. In die Analysen 
wurde als Kontrolle auch die Deletion des regelmäßigen LRR16 einbezogen, dessen Sequenz perfekt 
mit dem Konsensus-LRR-Motiv übereinstimmt.  
Die durchgeführten Deletionen der irregulären LRRs führten alle zu einem vollständigen 
Funktionsverlust des Rezeptors. Dies traf auch für das reguläre LRR16 zu. Des Weiteren konnte 
gezeigt werden, dass die Mutanten bei Kotransfektion einen negativen Effekt auf die Funktion von 
TLR9wt ausübten. Dies zeigte, dass eine Interaktion der Mutanten mit TLR9wt noch möglich war und 
somit die Lokalisation des Rezeptors durch die eingeführten Mutationen unbeeinflusst blieb. Auch bei 
anderen TLRs wurde ein dominant negativer Effekt von nicht mehr funktionsfähigen Mutanten 
berichtet. Bei TLR3 wurden jedoch auch funktionslose Mutanten beschrieben, welche diesen Effekt 
nicht mehr aufwiesen (Ranjith-Kumar et al. 2007). Hier kam es zu einem Verlust der RNA-Bindung, 
weshalb eine Liganden-induzierte Dimerisierung nicht mehr möglich war. Da TLR9 jedoch im 
Vergleich zu TLR3 als präformiertes Dimer vorliegt, kann hier trotz fehlender Ligandenbindung noch 
ein negativer Effekt induziert werden (s. auch 5.1.2). Es wurde publiziert, dass TLR9wt nach 
Stimulation im Endolysosom lokalisiert, wo die Interaktion mit dem Liganden CpG-DNA stattfinden soll 
(Latz et al. 2004). Erste Ergebnisse konfokaler Mikroskopiestudien zeigten für die Deletionsmutanten 
eine zu TLR9wt gleichartige Lokalisation. Die vermutete Interaktion zwischen TLR9wt und Del_LRR-
Mutanten konnte in unten diskutierten Koimmunpräzipitations-Analysen bestätigt werden (s. auch 
5.1.2) 
Trotz korrekter Expression war die Deletion eines kompletten LRR-Moduls unabhängig von 
Insertionen oder der Position innerhalb der ECD nicht mit einer Rezeptorfunktion vereinbar. Dies steht 
im Gegensatz zu Mutationsstudien an TLR2, bei dem nach Deletion der ersten sieben N-terminalen 
LRR-Module noch eine Aktivierung durch Pam3CSK4 erzielt werden konnte (Meng et al. 2003). 
Darüber hinaus führte hier die Transfektion höherer Plasmidmengen zu einer Responsivität 
gegenüber einem weiteren Liganden (Pam2CSK4). Für beide Liganden lag die Aktivität der 
Deletionsmutante jedoch nur bei 30-50 % der Aktivität des TLR2-Wildtyps und konnte nur mit hohen 
Ligandenkonzentrationen induziert werden. Im Falle der Deletion einzelner LRRs in TLR9 führten 
höhere Plasmidmengen bei der Transfektion zu keiner Responsivität gegenüber dem TLR9-Liganden 
CpG-ODN 1668. Die hier eingesetzte Ligandenkonzentration von 1 µM lag weit im Sättigungsbereich 
der Aktivierungskurve für TLR9, sodass suboptimale Konzentrationen als Grund für eine fehlende 
Responsivität der Mutanten ausgeschlossen werden können. 
Auch für TLR3 wurden ähnlich konzipierte Mutationsstudien innerhalb der ECD durchgeführt (Takada 
et al. 2007): Hier wurden alle LRRs der ECD einzeln deletiert und die Mutanten hinsichtlich der 
Poly(I:C)-induzierten Aktivierbarkeit und Dimerisierung untersucht. Obwohl ein Großteil der Deletionen 
mit einem Funktionsverlust von TLR3 einherging, wurde das Fehlen einiger LRRs toleriert. Weiterhin 
konnte durch diesen Ansatz ein C-teminaler Bereich identifiziert werden, der Rezeptor-Rezeptor-
Interaktionen reguliert, da dort eine Deletion zu einer konstitutiv aktiven Mutante führte, die auch ohne 
Ligand eine Dimerisierung induzierte.  
In TLR3 und TLR2 konnten somit in einem ähnlichen Ansatz  Bereiche, die in Prozesse der jeweiligen 
Rezeptoraktivierung involviert sind, identifiziert bzw. eingegrenzt werden. Dies war für TLR9 nicht 
möglich, da alle untersuchten Deletionen eines kompletten LRR-Moduls zu einem vollständigen 
Funktionsverlust führten. Dies war unabhängig von der Position des LRRs und vom Vorhandensein 
einer Insertion innerhalb des deletierten LRRs, da auch das Fehlen des regelmäßigen LRR16 in 
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einem Verlust der CpG-Responsivität von TLR9 resultierte. Dies lässt darauf schließen, dass die 
Deletion eines LRRs an sich, unabhängig von dessen Funktion in der Rezeptoraktivierung oder 
Ligandenbindung bei TLR9 mit einer einwandfreien Rezeptorfunktion nicht vereinbar ist. Dies kann in 
einer durch die Deletionen verursachten Veränderung der Gesamtstruktur begründet sein, was unter 
anderem auch die Fähigkeit zur Ligandenbindung beeinträchtigen könnte. 
Ligandenbindung bei Mutanten mit deletierten LRR-Modulen 
Um den Einfluss der Deletionen auf die Fähigkeit der Ligandenbindung der TLR9-ECD zu 
untersuchen, wurden Bindungsstudien durchgeführt. Hierzu wurden die entsprechenden Mutanten mit 
biotinyliertem CpG-ODN aus transfizierten Zelllysaten gefällt und die Menge an gefällter Mutante mit 
der Menge an gefälltem TLR9wt in Westernblotanalysen verglichen. Um Unterschiede in der 
Transfektionseffizienz zu minimieren, wurde vorher auf die Menge an Rezeptor im RIPA-Lysat 
normiert.  Diese Methode war zuvor schon in anderen Publikationen beschrieben, und es war möglich, 
auf diese Art und Weise TLR9wt zu fällen (Latz et al. 2004; Latz et al. 2007). Es war jedoch auffällig, 
dass auch TLR4 mit biotinylierten CpG-ODN gefällt werden konnte. Die Menge an gefälltem TLR4 war 
jedoch deutlich geringer als für TLR9. Diese unspezifische Fällung kann mit der publizierten 
unspezifischen Bindung PTO-modifizierter ODN an eine Vielzahl von Proteinen begründet sein (Brown 
et al. 1994). Auch TLR10 konnte aus transfizierten Zellen mit CpG-ODN gefällt werden (Daten nicht 
gezeigt), was den Verdacht auf unspezifische Bindung der PTO-ODN weiter erhärtet. Diese Bindung 
war unabhängig vom Vorhandensein eines CpG-Motivs und war auch für ODN mit humanen 
Sequenzmotiven zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Die unspezifische Bindung der CpG-PTO-ODN 
machte eine Quantifizierung der Bindung nur eingeschränkt möglich und relativiert auch publizierte 
Daten anderer Arbeitsgruppen, wie z.B. die Bindung von CpG-ODN an das C-terminale Spaltfragment 
von TLR9 (s. unten) (Latz et al. 2004; Park et al. 2008).  
Trotz der Einschränkung durch die unspezifische Bindung konnte gezeigt werden, dass das Fehlen 
eines LRRs in der ECD von TLR9 zu einer verminderten Ligandenbindung führte. Für TLR3 wurde 
gezeigt, dass dsRNA an zwei Bindungsstellen mit der ECD interagiert, wovon eine im C-terminalen 
und eine andere im N-terminalen Bereich der ECD lokalisiert waren (Liu et al. 2008; Pirher et al. 
2008). TLR9 bindet ebenfalls einen Nukleinsäureliganden und könnte ähnliche Bindungsprinzipien 
aufweisen. Da Proteine, die sich aus weniger LRR-Modulen zusammensetzen, einen geringeren 
Durchmesser der Hufeisenform besitzen, ist es möglich, dass die Deletion eines LRRs in TLR9 zu 
einem verringerten Abstand von N- und C-Terminus und so zu einer veränderten Position zweier 
Bindungsstellen zueinander führt, die normalerweise durch ein ODN-Molekül verbunden werden 
(Kobe and Deisenhofer 1993; Huizinga et al. 2002; Uff et al. 2002) (s. auch 5.5). 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu anderen TLRs bei TLR9 die 
Deletion kompletter LRRs die funktionelle Integrität des Rezeptors zerstört und dies durch den Verlust 
der Ligandenbindung begründet ist.  
5.1.1.3 Ersetzen der deletierten LRRs durch homologe Bereiche aus TLR7 führt nicht zu einer 
  Wiederherstellung der TLR9-Aktivität 
TLR9 und TLR7 gleichen sich in der Anzahl der LRR-Module und weisen eine hohe Homologie auf 
(Bell et al. 2003). Darüber hinaus stimmen sie in Anzahl und Position der irregulären LRRs überein 
und deren Insertionen beinhalten die gleiche Anzahl von Aminosäuren (Matsushima et al. 2007) 
(Hughes and Piontkivska 2008). Beide Rezeptoren zeichnen sich durch das Vorhandensein einer 
weniger strukturierten sogenannten Hinge-Region aus, welche zwischen LRR14 und LRR15 lokalisiert 
ist, bei TLR7 jedoch 15 Aminosäuren länger ist (Chuang and Ulevitch 2000; Bell et al. 2003). Des 
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Weiteren teilen sie die endosomale Lokalisation und erkennen beide Nukleinsäuren als Liganden 
(Hemmi et al. 2000; Heil et al. 2003; Diebold et al. 2004; Latz et al. 2004). 
Die Deletion eines kompletten LRR-Moduls in TLR9 führte, wahrscheinlich durch Beeinflussung der 
Gesamtstruktur der ECD, für alle analysierten LRRs zu einem Funktionsverlust von TLR9. Deshalb 
wurde getestet, ob durch das Ersetzen der individuellen LRRs durch die entsprechenden aus TLR7 
eine Wiederherstellung der TLR9-Responsivität gegenüber CpG-ODN erreicht werden konnte, um so 
den Einfluss der LRRs unabhängig von der Beeinflussung der Gesamtstruktur untersuchen zu 
können. Mit diesem Mutationsansatz sollte weiterhin die Hypothese untersucht werden, dass die 
unregelmäßigen LRRs für die unterschiedliche Ligandenspezifität von TLR9 und TLR7 verantwortlich 
sind.  
In TLR1 und TLR6 wurden ähnliche Mutationsstudien durchgeführt (Omueti et al. 2005). Hier wurden 
mehrere zusammenhängende LRR-Module von TLR1 durch die entsprechenden aus TLR6 ersetzt, 
wobei der ausgetauschte Bereich ausgehend vom N-Terminus schrittweise erweitert wurde. Dies 
führte zunächst graduell zu einem Verlust der Responsivität gegenüber Pam3CSK4, einem typischen 
TLR1-Liganden (Ozinsky et al. 2000). Mit der Erweiterung des ausgetauschten Bereichs erfolgte ein 
Anstieg der MALP-2-induzierten Aktivierbarkeit, wobei MALP-2 einen typischen Liganden für TLR6 
darstellt (Takeuchi et al. 2001). Durch weiteres Verändern der Position des ersetzten Bereichs konnte 
hier die Region, welche die Erkennung von triacylierten Lipopeptiden durch TLR1 bzw. diacylierten 
Lipopeptiden durch TLR6 vermittelt, auf einen Bereich zwischen LRR9 und LRR12 eingegrenzt 
werden. Wie bereits oben erwähnt, liegt das einzig unregelmäßige LRR dieser beiden Rezeptoren in 
LRR10. Durch den Austausch verschiedener Bereiche der ECD konnte ebenfalls die Region, welche 
die speziesspezifischen Unterschiede in der Erkennung von trilaurylierten und -palmitylierten 
Lipopeptiden von murinem und humanem TLR2 vermittelt, identifiziert werden (Grabiec et al. 2004). 
Der oben geschilderte Mutationsansatz für TLR9 und TLR7 führte jedoch zu folgenden Ergebnissen: 
Keiner der chimären Rezeptoren konnte durch CpG-ODN stimuliert werden. Die Responsitivät von 
TLR9 ging hier schon bei Austausch eines einzelnen LRRs unabhängig von der Lokalisation innerhalb 
der ECD komplett verloren. Wie durch diese Ergebnisse erwartet wiesen auch die Mutanten, in denen 
mehrere oder alle der unregelmäßigen LRRs durch die homologen aus TLR7 ersetzt worden waren, 
keine Responsivität gegenüber CpG-ODN mehr auf. Darüber  hinaus konnte keine Aktivierung der 
chimären Rezeptoren durch Stimulation mit dem synthetischen TLR7-Liganden R848 induziert 
werden. Es ist jedoch zu bemerken, dass R848 sich strukturell stark von den natürlichen Liganden für 
TLR7 (ssRNA) und TLR9 (CpG-DNA) unterscheidet (Heil et al. 2004). Für beide Liganden wurde 
jedoch die Abhängigkeit der Rezeptoraktivierung von der endosomalen Reifung gezeigt (Hacker et al. 
1998; Heil et al. 2003). Die Identifizierung von RNA als Ligand von TLR7 beruht hauptsächlich auf 
fehlender Responsivität gegenüber RNA von Zellen aus TLR7-/--Mäusen (Heil et al. 2004). Trotz 
intensiver Optimierungen der Versuchsprotokolle und Rücksprache mit anderen Arbeitsgruppen, 
gelang es in dieser Arbeit nicht, eine Stimulation TLR7-transfizierter Zellen mit RNA zu erzielen. Es ist 
nicht ausgeschlossen, dass bei TLR7 eine Aktivierung durch R848 andere Bereiche der ECD benötigt 
als die Aktivierung durch RNA und dass dies die Ursache für die fehlende Responsivität der 
TLR9/TLR7-Chimäre gegenüber dem hier verwendeten TLR7-Liganden ist.  
Mit dem geschilderten Ansatz konnten somit, im Gegensatz zu Analysen von TLR1 und TLR6 bzw. 
humanem und murinem TLR2, keine weiteren Schlüsse über die Rolle irregulärer LRRs in der TLR9-
Aktivierung gezogen werden. Auch konnten keine Bereiche identifiziert werden, welche das 
strukturelle Korrelat der unterschiedlichen Ligandenspezifität von TLR7 und TLR9 darstellen. 
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5.1.1.4 Die Insertionen der N-terminalen LRR2, LRR5 und LRR8 sind für eine TLR9- 
  Aktivierung essentiell 
Um die oben postulierte Beteiligung der unregelmäßigen LRRs in der Rezeptoraktivierung weiter zu 
analysieren, wurden lediglich die Aminosäuren, welche die Insertionen innerhalb der LRRs bilden, 
deletiert. Da durch diesen Ansatz die Sequenz des Konsensus-Motivs der unregelmäßigen LRRs und 
darüber hinaus auch die Anzahl der LRRs innerhalb der ECD nicht verändert wurden, sollten die 
Mutationen zu weniger weitreichenden strukturellen Veränderungen an der Gesamtstruktur der ECD 
führen.  
In TLR3 kommen unregelmäßige LRRs an Position 12 und 20 der ECD vor (Bell et al. 2003; Bell et al. 
2005; Choe et al. 2005). Mutationsstudien konnten durch Deletion der Insertionen eine Rolle der 
LRR20-Insertion bestätigen, da eine Deletion zu einem vollkommenen Funktionsverlust des Rezeptors 
führte. Das Fehlen der Insertion in LRR12 hingegen hatte keine Auswirkungen auf die Poly(I:C)-
induzierte Responsivität von TLR3 (Bell et al. 2006; Ranjith-Kumar et al. 2007).  
Für TLR9 zeigte sich, dass die Deletion der LRR11-Insertion toleriert wurde. Auch die Deletion der 
Insertion in LRR20 ließ eine Aktivierung von TLR9 noch zu, die jedoch geringer ausgeprägt war als 
bei TLR9wt. Die Ergebnisse zeigen, dass im Vergleich zur Deletion ganzer LRRs die Deletion der 
Insertionen prinzipiell möglich ist und nicht zwangsläufig und unabhängig von der eigentlichen 
Funktion der Insertionen bei der Rezeptoraktivierung zu einem Funktionsverlust führt.  
Im Gegensatz zu den beiden beschriebenen Insertionen, waren die Insertionen in LRR2, LRR5 und 
LRR8 für die TLR9-Funktion essentiell. Der Funktionsverlust schien in einer verminderten 
Ligandenbindung begründet. Es bleibt jedoch auch hier auf die eingeschränkte Auswertung der 
Bindungsstudien durch unspezifische Bindung von PTO-ODN an Proteine zu verweisen. Der dominant 
negative Effekt dieser Mutanten sprach für eine physikalische Interaktion der Mutanten mit TLR9wt, 
was neben der noch vorhandenen Fähigkeit zur Dimerisierung ebenfalls für eine korrekte subzelluläre 
Expression der Mutanten spricht. 
Das CXXC-Motiv in LRR8 ist an der CpG-ODN abhängigen TLR9-Aktivierung beteiligt 
In der Insertion von LRR8 kommen zwei CXXC-Motive vor, welche durch sechs Aminosäuren 
voneinander getrennt werden. Diesem Motiv wurde in einem Transkriptionsaktivator („CpG-binding 
Protein“) eine Rolle bei der direkten Bindung an unmethylierte CpG-Motive in DNA zugeschrieben 
(Lee et al. 2001). Hier hatten die  flankierenden Bereiche des CpG-Motivs Einfluss auf die 
Bindungsfähigkeit der DNA. Dies zeigt Ähnlichkeiten zum Einfluss der flankierenden Bereiche des 
CpG-Motivs auf das Ausmaß der TLR9-Aktivierung auf. Im Falle des „CpG-binding Proteins“ wurde 
(A/C)CpG(A/C) als optimale Sequenz für die Bindung identifiziert. Dieses ist partiell in dem in dieser 
Arbeit hauptsächlich verwendeten optimalen murinen Motivs (GACGTT) wiederzufinden.  
Im Falle von TLR9 führte die in dieser Arbeit durchgeführte Mutation C255S zu einem vollkommenen 
Funktionsverlust von TLR9, wohingegen die Punktmutation D250E in der Nachbarschaft der ersten 
Mutation keinen Einfluss auf die CpG-Responsivität hatte. Dies ist übereinstimmend mit Analysen der 
ECD des humanen TLR8, wo die Zerstörung des CXXC-Motivs ebenfalls  zu einem Funktionsverlust 
des Rezeptors führte (Gibbard et al. 2006). Allerdings führten bei dieser Analyse alle durchgeführten 
Mutationen zu einem solchen Effekt, was die Spezifität des Ergebnisses in Frage stellt. TLR7, -8 
und -9 unterscheiden sich von TLR3 durch die Sequenzspezifität der Nukleinsäureerkennung (Hemmi 
et al. 2000; Alexopoulou et al. 2001; Heil et al. 2004; Wagner 2004). Da TLR9 eine Spezifität für CpG-
Motive aufweist, wäre eine Vermittlung dieses Effektes durch die CXXC-Motive in LRR8 möglich 
(Krieg et al. 1995). 
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Zusammenfassend konnte durch den Ansatz verschiedene Bereiche der TLR9-ECD zu deletieren, 
den Insertionen der N-terminalen unregelmäßigen LRRs (LRR2, LRR5 und LRR8) eindeutig eine 
Rolle bei der CpG-induzierten TLR9-Aktivierung zugeschrieben werden. Darüber hinaus deutet sich 
eine Rolle der Insertion in LRR8 bei der Vermittlung der Sequenzspezifität der Erkennung von CpG-
ODN durch TLR9 an. 
5.1.2 
5.1.3 
Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen bei TLR9 
Für TLR9 wurde beschrieben, dass der Rezeptor auch in inaktivem Zustand als Dimerkomplex vorliegt 
(Latz et al. 2004). Dies steht im Gegensatz zu Untersuchungen zu TLR3, die gezeigt haben, dass eine 
durch quervernetzende Antikörper induzierte Dimerisierung für eine Rezeptoraktivierung hinreichend 
ist (de Bouteiller et al. 2005; Leonard et al. 2008). Für TLR2 und TLR4 wurde gezeigt, dass eine 
Substitution der Extrazellulärdomänen mit der von CD4 zu konstitutiv aktiven Mutanten führte 
(Medzhitov et al. 1997; Hasan et al. 2004). Bei diesen Rezeptoren löst die Ligandenbindung die 
Aktivierung des Rezeptors durch Dimerisierung aus, wohingegen bei TLR9 die Ligandenbindung an 
ein bereits vorliegendes Dimer eine Konformationsänderung auslöst, welche letztendlich in einer 
Annäherung der intrazellulären TIR-Domänen und somit der Induktion der intrazellulären 
Signalkaskade resultiert (Latz et al. 2007).  
In dieser Arbeit konnten Interaktion mit TLR9wt sowohl für die Mutanten, bei denen lediglich die 
Insertion eines LRRs deletiert worden war, beobachtet werden, als auch bei denjenigen,  bei denen 
ein komplettes LRR deletiert oder durch das entsprechende aus TLR7 ersetzt worden war. Die 
beschriebenen Mutationen waren alle zwischen LRR2 und LRR20 lokalisiert, was eine Rezeptor-
Rezeptor-Interaktion bei TLR9 im C-terminalen Bereich (C-terminal von LRR20) vermuten lässt. Dies 
ist übereinstimmend mit Befunden von TLR3, TLR4 und TLR1/2-Dimeren. Diese lagen gebunden an 
den jeweiligen Liganden alle in einem „m“-förmigen Dimer-Komplex vor, wobei die C-Termini in der 
Mitte konvergierten und interagierten. (Jin et al. 2007; Kim et al. 2007; Liu et al. 2008).  
Bei allen TLRs wird die ECD über eine relativ kurze und rigide Verbindung mit der TIR-Domäne 
verbunden, weshalb über Interaktionen im C-terminalen Bereich Konformationsänderungen der ECD 
leicht an die TIR-Domäne weitergeleitet werden können (Bell et al. 2003). Obwohl diese in TLR9 
durch die präformiert vorliegenden Dimere in relativ enger räumlicher Nähe stehen, wird auch hier 
eine weitere Annäherung durch Rezeptoraktivierung induziert, wie in FRET-Studien gezeigt werden 
konnte (Latz et al. 2007). Somit stellt die C-terminale Rezeptordimerisierung wahrscheinlich eine 
generelle Eigenschaft von TLRs dar, was die hier gezeigten Ergebnisse zur Dimerisierung von 
Mutanten für TLR9 bestätigten. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass die Kopräzipitationen der 
Mutanten durch Interaktion mit dem kürzlich beschriebenen C-terminalen Spaltprodukt von TLR9 
(Park et al. 2008) (s. auch 5.1.4) bedingt war, da die Fällung von TLR9wt über eine C-terminal 
lokalisierte Markierung durchgeführt wurde.   
N-terminale positiv-geladene Bereiche sind an der TLR9-Funktion 
 beteiligt 
Nachdem eine Beteiligung der Insertionen in den irregulären LRRs bei der TLR9-Aktivierung gezeigt 
werden konnte, wurde untersucht, ob weitere diskrete Bereiche im N-terminalen Bereich der ECD bei 
der TLR9-Aktivierung beteiligt sind. Die Interpretation der Ergebnisse wurde durch ein 
Homologiemodell (zur Verfügung gestellt von A. Weber, DKFZ, Heidelberg) unterstützt. 
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5.1.3.1 LRR6 
Das regelmäßige LRR an Position sechs der TLR9-ECD stellt dasjenige mit der höchsten Homologie 
zwischen TLR9 und TLR7 dar. Dieses LRR wurde in TLR9 durch das entsprechende aus TLR7 
ersetzt. Auch bei dieser Mutante kam es zu einem vollkommenen Funktionsverlust des Rezeptors. Bei 
Austausch lediglich der ersten zehn Aminosäuren des LRR6 blieb die Funktion bestehen, wohingegen 
die Substitution des zweiten Teils des LRR (sLRR_2) zu einem Verlust der CpG-Responsivität führte, 
obwohl sich TLR7 und TLR9 in diesem Bereich lediglich in vier Aminosäuren unterscheiden. Die 
Substitution einzelner Aminosäuren führte zu keiner Beeinträchtigung der Funktion. Diese Ergebnisse 
konnten mit Hilfe des Homologiemodells der ECD begründet werden. Während die Aminosäuren aus 
TLR9 im Zusammenspiel zu einem positiven Bereich führten, wurde dieser durch die Einführung der 
vier Aminosäuren aus TLR7 zerstört, und es kam zu einer leicht negativen Oberflächenladung in 
diesem Bereich. Dies kann mit einer Bindung der negativ geladenen Phosphatgruppen des DNA- bzw. 
ODN-Rückgrats in diesem oder in benachbarten Bereichen interferieren. Die Substitution der 
einzelnen Aminosäuren hingegen führte nur zu geringeren Veränderungen der Ladungsverteilung und 
könnte so eine Bindung von DNA noch zulassen.  
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aminosäuren im zweiten Teil des LRR6 einen distinkten 
positiv geladenen Bereich bilden, welcher an der Bindung beteiligt ist, bzw. in räumlicher Nähe zu 
potentiellen Bindungsstellen liegt, sodass eine negative Oberflächenladung in diesem Bereich nicht 
mit einer einwandfreien TLR9-Funktion vereinbar ist. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass die 
Mutationen Auswirkungen auf die für die Rezeptoraktivierung essentielle Liganden-induzierte 
Konformationsänderung haben. Für TLR3 war ein in der Kristallstruktur positiv geladener Bereich für 
Ligandenbindung im Bereich von LRR12 bis LRR15 vorgeschlagen worden (Choe et al. 2005). Auch 
hier zeigten Mutationsstudien, dass die Mutation einzelner Aminosäuren zu keiner Beeinträchtigung 
der Rezeptorfunktion führte, bei Kombination mehrerer Mutationen eine Aktivierung jedoch nicht mehr 
möglich war (Bell et al. 2006). Trotzdem konnte in der später publizierten Struktur der TLR3-ECD 
gebunden an den Liganden keine Beteiligung dieses Bereichs bei der Ligandenbindung festgestellt 
werden (Liu et al. 2008). Somit ist es möglich, dass auch hier keine Beteiligung der einzelnen 
Aminosäuren an der Rezeptoraktivierung und/oder Ligandenbindung vorliegt. 
5.1.3.2 Positive Bereiche im N-Terminus 
In TLR3 wurden zwei Bindungsstellen für RNA identifiziert, wobei an der N-terminalen Bindungsstelle 
konservierte Histidine (H39, H60 und H108) aus LRR-NT und LRR1-LRR3 und C-terminal unter 
anderem Aminosäurereste der Insertion in LRR20 an der RNA-Bindung beteiligt waren (Bell et al. 
2006; Liu et al. 2008). Histidine sind bei leicht sauren pH-Werten, wie sie im endolysosomalen 
Kompartiment, wo die Interaktion des Rezeptors mit dem Liganden stattfindet, vorliegen, protoniert. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Bindung von RNA an TLR3, genauso wie die Bindung von CpG-ODN 
an TLR9, von sauren pH-Werten abhängig ist (Rutz et al. 2004; de Bouteiller et al. 2005; Ranjith-
Kumar et al. 2007; Leonard et al. 2008). Auch Histidinreste anderer Proteine wurden mit einer pH-
abhängigen Regulation in Verbindung gebracht (Fukuda et al. 1995; Rudenko et al. 2002). Histidine 
konnten auch als strukturelles Korrelat der pH-Abhängigkeit der TLR3-Aktivierung identifiziert werden. 
Für H39 und H60 wurde beschrieben, dass bereits das Einführen einer neutralen Aminosäure zu 
einem Funktionsverlust in TLR3 führte, wohingegen eine solche Mutation für H108 toleriert wurde (Liu 
et al. 2008). Hier verhinderte jedoch die Substitution des Histidins durch das negativ geladene 
Glutamat eine Rezeptoraktivierung (Fukuda et al. 2008). Daraus wurde geschlossen, dass die im 
Lysosom wahrscheinlich positive Ladung des Histdinrestes an Position 108 für die RNA-Bindung nicht 
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essentiell ist, eine negative Ladung in diesem Bereich jedoch zur Abstoßung des gleichartig 
geladenen RNA-Rückgrats führt. Es wurde ein weiterer positiv geladener, N-terminal gelegener 
Bereich in der TLR3-ECD identifiziert, der unter anderem durch die Argininreste an Position 64 und 65 
gebildet wird und in enger räumlicher Nähe zu den oben genannten Histidinen liegt, jedoch keine 
Bedeutung bei der TLR3-Aktivierung trug (Pirher et al. 2008). 
Wir konnten in Kooperation mit A. Weber (DKFZ, Heidelberg) für den N-terminalen Bereich der TLR9-
Ektodomäne ebenfalls konservierte Histidine identifizieren (H76, H77, H79), welche in LRR-NT und 
LRR1 lokalisiert waren. Diese wurden zu pH-unabhängig neutralen Phenylalaninresten oder zu 
negativ geladenen Glutamatresten mutiert. Erstaunlicherweise führte im Falle von TLR9 keine der 
durchgeführten Histidinsubstitutionen zu einer Beeinträchtigung der Rezeptorfunktion, was zeigte, 
dass die untersuchten Histidin-Reste nicht an der ligandenvermittelten Rezeptoraktivierung beteiligt 
waren. In Nachbarschaft der Hisitidinreste wurde ein weiterer positiv geladener Bereich identifiziert, 
welcher von den Aminosäuren K51 und R74 gebildet wird. Diese wurden ebenfalls durch neutrale 
(Methionin), bzw. negativ geladene Aminosäuren (Glutamat) ersetzt. Hier kam es in allen Fällen trotz 
korrekter Expression zu einem Verlust der CpG-ODN-Responsivität der Mutanten, wobei im Falle von 
K51M noch eine Restaktivität zu beobachten war, die durch Einführen der negativen Ladung bei K51E 
verloren ging. Obwohl die Histidinreste im Gegensatz zu TLR3 keine Rolle bei der TLR9-Aktivierung 
spielten, stellen K51 und R74 höchstwahrscheinlich das funktionelle Korrelat zum positiv geladenen, 
durch konservierte Histidinreste gebildeten, Bereich in TLR3 dar (Fukuda et al. 2008; Liu et al. 2008; 
Pirher et al. 2008). Diese Annahme wurde durch die Analyse der Lokalisation der mutierten Bereiche 
im Homologiemodell weiter untermauert: Die Lokalisation des relevanten Bereiches in TLR9 entsprach 
der des positiven Histidin-Bereiches in TLR3. Bei beiden Rezeptoren lagen diese am Übergang 
zwischen konkaver und lateraler Seite der ECD. Die jeweils für die Funktion nicht relevanten, positiv 
geladenen Bereiche (H76, H77 und H79 für TLR9 und R64 und R65 für TLR3) wiesen ebenfalls eine 
ähnliche Lokalisation innerhalb des N-Terminus der ECD auf. Zusammenfassend konnte gezeigt 
werden, dass der zweite positiv geladene Bereich im N-Terminus der TLR9-ECD (K51 und R74) für 
die Rezeptorfunktion essentiell ist.  
5.1.4 Bedeutung der proteolytischen TLR9-Prozessierung 
Zu Beginn der Anfertigung dieser Arbeit waren nur wenige Details zu Aktivierungsprozessen bei TLR9 
bekannt. So war publiziert worden, dass TLR9 in unstimuliertem Zustand im Endoplasmatischen 
Retikulum vorliegt und auf Stimulation hin ins endolysosomale Kompartiment transloziert, wobei dies 
auf direktem Wege und nicht über den Golgi-Aparat der Fall sein sollte (Latz et al. 2004). Weiterhin 
war gezeigt worden, dass TLR9 auch in unstimuliertem Zustand als Dimer vorliegt und CpG-
unabhängig DNA binden kann und dass das Vorhandensein von CpG-Motiven die Affinität nicht 
beeinflusst (Latz et al. 2004).  
Während der Anfertigung dieser Arbeit wurde beschrieben, dass die Bindung von stimulativen 
Sequenzen eine Konformationsänderung innerhalb der ECD auslöst, die in einer Verringerung des 
Durchmessers der ECD und somit in einer Annäherung des C- und N-terminalen Endes der ECD 
resultiert (Latz et al. 2007). Die notwendige strukturelle Flexibilität für diesen Prozess wurde der 
weniger strukturierten Hinge-Region zwischen LRR14 und LRR15 zugeschrieben. Unstimulative DNA-
Sequenzen sollten zwar TLR9 binden, nicht jedoch die beschriebenen Konformationsänderungen 
auslösen, die normalerweise in der Annäherung der TIR-Domänen zweier TLR9-Moleküle und damit 
letztendlich in einer Induktion des intrazellulären Signalweges resultieren. 
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Während der Fertigstellung dieser Arbeit wurden kürzlich von zwei Arbeitsgruppen weitere Details zu 
den Aktivierungsprozessen bei TLR9 publiziert (Ewald et al. 2008; Park et al. 2008). Es wurde 
beschrieben, dass TLR9 im Lysosom durch Cathepsine in zwei Fragmente gespalten wird und diese 
Spaltung essentiell für die Funktion des Rezeptors sei. Dies wurde vor allem auf Befunde 
zurückgeführt, dass die TLR9-Aktivierung durch den Breitspektrum Cathepsin-Inhibitor z-FA-FMK, der 
eine Spaltung verhindert, gehemmt wird (Park et al. 2008). Der negative Einfluss von Cathepsin-
Inhibitoren konnte allerdings von der zweiten Arbeitsgruppe nicht bestätigt werden (Ewald et al. 2008). 
Auch war die Spaltung der TLR9-Proteine in Zellen aus Tieren, die defizient in verschiedenen 
Cathepsinen waren, nicht oder nur geringfügig beeinflusst. Beide Arbeitgruppen schrieben 
verschiedenen Cathepsinen eine redundante Wirkung bei der Prozessierung zu.  
Des Weiteren wurde postuliert, dass ein C-terminales Fragment (AA471-1032) für eine TLR9-
Aktivierung ausreichend sei und dieses Fragment zur CpG-ODN Bindung fähig sei. Dieser Befund 
steht im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit. Hier konnte eindeutig gezeigt werden, dass N-
terminale Bereiche für eine einwandfreie Rezeptorfunktion essentiell sind und dass die Bindung bei 
einigen N-terminalen Mutationen beeinflusst war. Die Bindungsstudien werden jedoch auch in der 
zitierten Publikation mit PTO-ODN, die eine hohe unspezifische Bindung aufweisen, durchgeführt. 
Spezifitätskontrollen wurden dort nicht durchgeführt, was an der Aussagekraft der Ergebnisse Zweifel 
aufwirft.  
In Westernblotanalysen zeigte sich, dass bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mutanten 
sowohl der Rezeptor in erwarteter und voller Länge von ca. 135 kDa nachgewiesen werde konnte als 
auch eine weiter Bande auf Höhe von ca. 90 kDa. Da der Nachweis über eine C-terminal angefügte 
Markierung erfolgte und die Bande nur bei Transfektion mit den TLR9-Konstrukten auftrat, weist dies 
auf das Vorhandensein des beschriebenen C-terminalen Spaltproduktes von TLR9 hin. Darüber 
hinaus stimmt die hier beobachtete Größe mit der des in der Literatur beschriebenen glykosylierten 
Fragments überein. Geht man davon aus, dass die zusätzliche Bande das TLR9-Fragment darstellt, 
spräche dies dafür, dass die vorgeschlagene proteolytische Prozessierung von TLR9 bei den 
untersuchten Mutanten nicht beeinträchtigt wäre. Der Bereich der Spaltung wurde in der Literatur auf 
die Hinge-Region eingegrenzt. Da bei Deletion eines bestimmten Teils dieser Region die Spaltung 
und darüber hinaus auch keine Aktivierung von TLR9 mehr möglich war, wurde die fehlende 
Responsivität auf die nicht mehr vorhandene Spaltung zurückgeführt. Diese Korrelation zeigt jedoch 
keine Ursächlichkeit der Funktionsstörung durch die Beeinflussung der Spaltung. Die in dieser Arbeit 
erzielten Ergebnisse zeigten, dass die Deletion größerer Bereiche innerhalb der TLR9-ECD in vielen 
Fällen zu einem Funktionsverlust führt, auch wenn die Spaltung wahrscheinlich nicht beeinträchtigt ist. 
Somit ist nicht auszuschließen, dass auch im Falle der von Ploegh durchgeführten Deletion eine 
Beeinträchtigung der TLR9-Struktur vorliegt und dies den Verlust der TLR9-Aktivierung induziert. 
Darüber hinaus war publiziert worden, dass der Inhibitor z-FA-FMK zu einer Hemmung der NFκB-
Aktivierung führt (Schotte et al. 2001) . Dies konnte hier indirekt bestätigt werden, da bei Einsatz von 
z-FA-FMK neben der CpG-induzierten Aktivierung von RAW264.7-Zellen auch die LPS- und R848-
induzierte Aktivierung gehemmt wurde. Somit ist fraglich, ob die berichtete Hemmung von TLR9 durch 
z-FA-FMK auf einer Hemmung der Spaltung beruht. Vielmehr ist wahrscheinlich, dass der Grund 
hierfür in einer generellen Hemmung der TLR-induzierten NFκB-Aktivierung zu suchen ist.  
Die einzigen Mutationen, die eine Beeinflussung der TLR9-Spaltung induzierten, war der Austausch 
mehrerer TLR9-LRRs durch die entsprechenden aus TLR7. Hier war zwar weiterhin eine Spaltung zu 
beobachten, jedoch war diese von viel geringerem Ausmaß als bei TLR9wt. Zur proteolytischen 
Prozessierung von TLR7 gibt es gegensätzliche Befunde: Während Ewald et al. das Auftreten eines 
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C-terminalen Spaltproduktes bei TLR7 berichten, wurde dieses von Park et al. negiert. Findet die 
Spaltung bei TLR7 nicht statt, kann die veränderte Prozessierung der genannten Mutanten hiermit 
erklärt werden. Auch wenn der Ort der Spaltung auf einen Bereich innerhalb der Hinge-Region 
eingegrenzt werden konnte, konnten keine spezifischen Erkennungsstellen der verschiedenen 
Proteasen identifiziert werden.  
Somit deuten auch die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse auf die proteolytische 
Prozessierung von TLR9 hin. Hier wurde jedoch neben der Rolle des C-terminalen Bereichs auch eine 
eindeutige Beteiligung N-terminaler Bereiche an der TLR9-Aktivierung gezeigt. Da bei den hier 
durchgeführten Koimmunpräzipitationsstudien auch das Auftreten des Spaltproduktes beobachtet 
wurde, ist eine Assoziation des ungespaltenen TLR9 mit dem C-terminalen Fragment, wie es auch für 
Drosophila Toll beschrieben wurde, möglich (Weber et al. 2005). Dieser Komplex könnte eine höhere 
Affinität für den Liganden aufweisen. Auch Ergebnisse aus der Publikation von Park et al. zeigen, 
dass nach einer ersten Präzipitation des TLR9 über eine C-terminale Markierung neben dem 
ungespaltenen Rezeptor und dem C-terminalen Fragment auch das N-terminale Fragment zu 
beobachten ist. Dies spricht für eine Interaktion des N-terminalen Fragments nach der Spaltung mit 
dem kompletten TLR9 oder dem C-terminalen Spaltprodukt. Dies wäre auch mit den Ergebnisse 
vereinbar, die zeigten, dass sich nach Stimulation mit CpG-ODN N-und C-terminales Ende der ECD 
annähern (Latz et al. 2007).  
Befunde von unserer Arbeitsgruppe und anderen zeigten, dass der an der Oberfläche lokalisierende 
murine TLR9N4C zwar nicht gespalten wird, jedoch weiterhin zu einer CpG-induzierten Signalgebung 
fähig ist. Dies stellt die Notwendigkeit der Prozessierung für die TLR9-Aktivierbarkeit in Frage (Barton 
et al. 2006). Auch wenn angemerkt werden muss, dass bei diesem Konstrukt die TIR-Domäne von 
TLR4 vorliegt, welche die Bindung und Aktivierung weiterer Adaptoren wie TRIF ermöglicht 
(Yamamoto et al. 2002). 
Zusammenfassend liegen in dieser Arbeit eindeutige Hinweise auf die proteolytische Spaltung von 
TLR9 vor. Es wird jedoch darüber hinaus und im Gegensatz zu den genannten Veröffentlichungen 
eine Rolle N-terminaler Bereiche der ECD von TLR9 bei der Aktivierung des Rezeptors belegt und 
zwar in ähnlicher Form wie für TLR3 gezeigt. Neben diesen Bereichen ist wahrscheinlich ein weiterer, 














   95 
  Diskussion 
5.2 
5.2.1 
Identifizierung und Charakterisierung von inhibitorischen Oligodes oxy-
 nukleotiden 
TLR9 spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Es wurde 
beschrieben, dass TLR9 unter anderem an der Abwehr von Infektionen mit Pneumokokken beteiligt ist 
und für die Erkennung von MCV-Infektionen durch das angeborene Immunsystem essentiell ist 
(Tabeta et al. 2004; Albiger et al. 2007). Darüber hinaus ist eine Rolle von TLR9 bei der Kontrolle von 
T. gondii- und T.cruzii-Infektionen und auch bei der Erkennung und Bekämpfung weiterer bakterieller, 
viraler und parasitärer Infektionen bekannt (Tabeta et al. 2004; Bafica et al. 2006; Minns et al. 2006).  
Neben diesen nützlichen und vorteilhaften Effekten der TLR9-Aktivierung wurde jedoch auch eine 
Rolle von TLR9 in der Entstehung und Progression von Autoimmunkrankheiten, wie z.B. 
Systemischem Lupus Erythematodes (SLE), gezeigt (von Landenberg and Bauer 2007; Bauer et al. 
2008). Es wurde vorgeschlagen, dass bei SLE Chromatin-IgG-Komplexe autoreaktive B-Zellen über 
eine Bindung an den B-Zell-Rezeptor und gleichzeitiger Stimulation von TLR9 aktivieren (Leadbetter 
et al. 2002). Darüber hinaus war der Klassenwechsel der Autoantikörper zu den in SLE pathogenen, 
in Endorganen akkumulierenden Antikörpern IgG2a und IgG2b, TLR9 abhängig (Ehlers et al. 2006). 
Außerdem wurde beschrieben, dass unter pathologischen Bedingungen auch endogene DNA und 
RNA als TLR9- bzw. TLR7-Ligand fungieren können (Barrat et al. 2005). Die geschilderten Effekte 
lassen erkennen, dass inhibitorische ODN, welche als TLR9-Antagonisten wirken, therapeutischen 
Nutzen haben könnten. 
Neben immunstimulatorischen CpG-ODN wurden TLR9-inhibierende Sequenzmotive bereits 
identifiziert. So wurden repetitive Sequenzen in Telomeren von Säuger-DNA dafür verantwortlich 
gemacht, dass diese unter normalen Bedingungen nicht immunstimulativ ist, und es wurden 
adenovirale Sequenzen identifiziert, welche die CpG-induzierte Aktivierung von Splenozyten 
inhibierten (Krieg et al. 1998; Gursel et al. 2003).  Später wurden auch synthetische, inhibitorische 
ODN beschrieben, die jedoch hauptsächlich hinsichtlich ihrer Wirkung auf B-Zellen untersucht wurden 
(Lenert et al. 2001; Klinman et al. 2003).  
In dieser Arbeit wurde ein suppressives, synthetisches ODN identifiziert, welches spezifisch die TLR9-
Aktivierung inhibierte und nach einer kürzlich publizierten Einteilung als Gruppe-I-inhibitorisches ODN 
klassifiziert werden kann (Trieu et al. 2006). 
Poly-G-ODN PZ3 hemmt die Aktivierung von murinem und humanem 
 TLR9 mit hoher Effizienz 
Es konnte gezeigt werden, dass das hier untersuchte inhibitorische ODN PZ3 die CpG-induzierte 
Aktivierung von murinen Makrophagen und BMDCs hemmte. Dies war auch bei geringen molaren 
Verhältnissen (1:30) noch der Fall. Dies ist eine deutlich bessere Effizienz als von zuvor identifizierten 
inhibitorischen ODN, die in Milzzellen bei einem Verhältnis von inhibitorischem ODN zu CpG-ODN von 
1:3 zu einer Reduktion der Aktivierung um 50 % führten (Stunz et al. 2002). In der hier vorgelegten 
Arbeit war bei diesem Verhältnis eine deutlich stärkere Inhibition von über 80% hinsichtlich der 
Sekretion proinflammatorischer Zytokine in Makrophagen und DCs zu beobachten. Die Hemmung der 
CpG-induzierten Zytokinsekretion durch PZ3 war sowohl auf Proteinebene als auch auf RNA-Ebene 
vorhanden. Darüber hinaus konnte auch die Hochregulation der kostimulatorischen Moleküle CD80 
und CD86 sowie die von CD40 und MHC-Klasse-II-Molekülen durch PZ3 gehemmt werden. Da diese 
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Moleküle eine wichtige Rolle bei der Funktion von DCs als antigenpräsentierende Zellen spielt, ist 
dieser Effekt für potentielle therapeutische Applikationen von möglichem Vorteil.  
Neben den untersuchten murinen Zellen konnte auch eine Hemmung der CpG-induzierten IFNα-
Induktion in humanen pDCs gezeigt werden. Für SLE ist bekannt, dass bei Patienten die IFNα-
Konzentrationen im Serum erhöht sind und die IFNα-Spiegel mit dem Schweregrad und der 
Krankheitsaktivität von SLE korrelieren (Hooks et al. 1979; Ytterberg and Schnitzer 1982; Bengtsson 
et al. 2000). Es konnte gezeigt werden, dass Säuger-DNA und -RNA in Form von Immunkomplexen 
über TLR9 und TLR7 die IFNα-Produktion in pDCs induzieren können (Blanco et al. 2001; Barrat et al. 
2005; Vollmer et al. 2005; Savarese et al. 2006). Dies wird wahrscheinlich durch eine effektive 
Aufnahme der Immunkomplexe über den von pDCs exprimierten Fcγ-Rezeptor-III in das endosomale 
Kompartiment begünstigt (Means et al. 2005). Dies zeigt eine mögliche therapeutische Anwendung 
von PZ3 bei SLE auf. Die Wirkung auf CpG-induzierte Aktivierung von humanem TLR9 konnte in 
Experimenten mit stabil transfizierten HEK293-Zellen bestätigt werden. Die Hemmung im humanen 
System war jedoch etwas weniger effizient als im murinen. Im Gegensatz zu den speziesspezifischen 
Präferenzen der CpG-Motive bei stimulatorischen ODN gab es somit bei G-reichen ODN keine 
Hinweise für Unterschiede in der optimalen Sequenz zur Inhibition von murinem oder humanem TLR9 
(Krieg et al. 1995; Bauer et al. 2001). 
Die hemmende Wirkung von PZ3 auf die CpG-induzierte TLR9-Aktivierung zeigte sich auch noch bei 
Gabe bis zu sieben Stunden nach CpG-Stimulation. Dies zeigt, dass die Signalweiterleitung von 
diesem Rezeptor ein länger andauernder Prozess ist und kein kurzlebiger, der einmal aktiviert ohne 
weitere Stimulation selbständig weiter andauert. Andere beschriebene suppressive ODN zeigten ihre 
Wirkung nur bei Gabe in einem Zeitraum von drei Stunden nach der Stimulation (Klinman et al. 2003). 
Die beschriebene Wirkung von PZ3 bei verzögerter Zugabe würde einen therapeutischen Einsatz bei 
schon vorhandenen oder fortgeschrittenen Krankheitsverläufen prinzipiell möglich erscheinen lassen.  
5.2.2 Das intakte Poly-G-Motiv ist für die Hemmung von PZ3 essentiell 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass für die inhibitorische Wirkung des ODN PZ3 das Poly-G-
Motiv essentiell war. Wurde dieses durch Substitution von Guanosin durch ein Thymidin zerstört, kam 
es zu keiner Hemmung der CpG-induzierten Aktivierung von murinen Makrophagen mehr. Im Verlauf 
dieser Arbeit wurden vor allem von den Arbeitsgruppen um P. Lenert und D. Klinman weitere 
inhibitorische ODN untersucht (Yamada et al. 2002; Klinman et al. 2003; Lenert et al. 2006). Hierbei 
wurde systematisch der Einfluss von Basen an bestimmten Positionen untersucht und als optimales 
Motiv die Sequenz 5’-CCx(notC)(notC)xxGGGx-3’ identifiziert, wobei die Guanosinreste auch um eine 
Basenpostition in Richtung 3’-Terminus verschoben sein können (Ashman et al. 2005; Lenert et al. 
2006). Die in der hier vorliegenden Arbeit untersuchte Sequenz 5’-TCCTATTGGGGGTTTCCTAT-3’ 
bestätigt diese Analysen, bei denen jedoch hauptsächlich die Wirkung der inhibitorischen ODN 
hinsichtlich der CpG-induzierten Proliferation und IL6-Sekretion in murinen B-Zellen untersucht wurde. 
Die Konzentrationen, die für eine halbmaximale Hemmung einer durch 100 nM CpG-ODN induzierten 
Zellaktivierung durch die von Ashman et al. identifizierten ODN nötig waren, lagen im Bereich von  
30 nM oder darüber. Die Hemmung für die hier analysierte Sequenz war, wie oben diskutiert, deutlich 
effizienter. Diese enthält im Vergleich zu der von Ashman et al. publizierten optimal inhibitorischen 
Sequenz einen weiteren Guanosinrest. Auf B-Zellen konnte hierdurch jedoch keine erhöhte Potenz 
von inhibitorischen ODN festgestellt werden (Ashman and Lenert 2007), sodass die verbesserte 
Effizienz höchstwahrscheinlich nur für die von uns untersuchten Zelltypen gilt. 
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Es ist bekannt, dass ODN über Poly-G-Motive durch Ausbildung von G-Tetraden höher molekulare 
Strukturen ausbilden können  (Keniry 2000). Dies scheint anderen Publikationen nach jedoch nicht 
notwendig für die inhibitorische Wirkung G-reicher ODN (Stunz et al. 2002; Stacey et al. 2003). So 
konnte gezeigt werden, dass der Einbau von 7-Deazaguanosin, welches die Bildung der 
viersträngigen DNA-Strukturen verhinderte, die Hemmwirkung von G-reichen inhibitorischen ODN 
nicht beeinflusste. Somit ist auch die Notwendigkeit der Bildung von G-Tetraden für die Inhibition 
durch PZ3 unwahrscheinlich. Es bleibt jedoch zu bedenken, dass in der genannten Publikation 
ausschließlich die CpG-induzierte Aktivierung von B-Zellen analysiert wurde und darüber hinaus die 
Sequenz des untersuchten inhibitorischen ODN zwar auch dem von Ashman identifizierten optimalen 
Motiv entsprach, sich jedoch in der Sequenz von dem hier verwendeten PZ3 unterschied. 
Neben der ununterbrochenen Abfolge der Guanosinreste war die PTO-Modifikation des ODN-
Rückgrats essentiell für die inhibitorische Wirkung des suppressiven ODN PZ3. PO-ODN sind weniger 
nukleaseresistent als PTO-ODN und werden schlechter von Zellen internalisiert (Heeg et al. 2007). 
Mittels Transfektion von CpG-PO-ODN kann eine Stimulation von TLR9 durch diese ODN bewirkt 
werden, die mit der PTO-ODN induzierten Aktivierung annähernd vergleichbar ist. Mit dieser Technik 
kann die erwähnte Nukleasesensitivität und schlechtere Aufnahme ausgeglichen werden. Jedoch 
konnte auch durch Transfektion von PZ3-PO mittels DOTAP keine suppressive Wirkung auf die CpG-
induzierte Zytokinsekretion erzielt werden. Somit scheint die PTO-Modifikation unabhängig von der 
verbesserten Aufnahme oder Nukleaseresistenz  dieser Modifikation für die inhibitorische Wirkung von 
PZ3 essentiell. Auch für andere beschriebene inhibitorische Sequenzen wurde eine Abhängigkeit der 
Wirkung von der Phosphothioatmodifikation berichtet (Lenert et al. 2003). Andere Arbeiten zeigten 
eine um drei log-Stufen verminderte Potenz suppressiver ODN in ihrer Phosphodiesterform (Stunz et 
al. 2002). Dies ist auch für PZ3 denkbar, da die Wirkung lediglich bis zu einem molaren Verhältnis von 
1:1 getestet wurde.  
5.2.3 Die Aufnahme von CpG-ODN wird durch das inhibitorische ODN PZ3 
 nicht beeinflusst  
In den durchgeführten Analysen zeigte sich, dass die CpG-induzierte Zellaktivierung an proximaler 
Stelle des Signalweges gehemmt wurde. Neben der Inhibition der distal im Signalweg liegenden 
mRNA-Induktion und Sekretion proinflammatorischer Zytokine konnte auch eine Hemmung der CpG-
induzierten Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 durch PZ3 gezeigt werden. Darüber hinaus war für 
Poly-G-Motive eine Beeinflussung der Aufnahme im Falle von PO-ODN gezeigt worden (Lee et al. 
2000; Dalpke et al. 2002; Bartz et al. 2004). Da die Aufnahme von ODN eine essentielle 
Voraussetzung für die Aktivierung des endosomal lokalisierten TLR9 darstellt, führten diese Befunde 
zu der Frage, ob das G-reiche ODN PZ3 die oben diskutierte Inhibition durch negative Effekte auf die 
Aufnahme von CpG-ODN vermittelt. Es konnte jedoch eindeutig gezeigt werden, dass die Aufnahme 
von CpG-ODN durch PZ3 unbeeinflusst bleibt, sodass eine verminderte Aufnahme als Grund für die 
Inhibition ausgeschlossen werden kann.  
Das Poly-G-Motiv zeigte neben der Inhibition bei Gabe in trans auch in cis den beschriebenen Effekt, 
was gegen eine Interferenz mit der Aufnahme spricht, da hier stimulatives und inhibitorisches Motiv 
auf dem gleichen Molekül vorkommen. Das Vorkommen von inhibitorischen Motiven in trans wurde 
auch für die fehlende immunstimulatorische Wirkung von Säuger-DNA beschrieben (Gursel et al. 
2003; Stacey et al. 2003). Des Weiteren blieb auch bei Umgehung einer rezeptorvermittelten 
Aufnahme durch die Transfektion des CpG-ODN mit dem kationischen Lipid DOTAP die hemmende 
Wirkung von PZ3 auf die RAW264.7-Zellaktivierung bestehen. ODN mit Poly-G-Motiven können 
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Scavenger-Rezeptoren, die hauptsächlich von Makrophagen und Dendritischen Zellen exprimiert 
werden, binden (Pearson et al. 1993; Elomaa et al. 1995; Suzuki et al. 1999). Für die inhibitorischen 
Effekte von Poly-G-Motiven in PTO-ODN wurde eine negative Signalwirkung über SR-A 
vorgeschlagen (Jozefowski et al. 2006). Es wurde jedoch gezeigt, dass für die Bindung der Poly-G-
Motive an Scavenger-Rezeptoren die Ausbildung viersträngiger DNA-Strukturen notwendig ist, was für 
die inhibitorische Wirkung dieser Motive nicht essentiell ist (Stunz et al. 2002; Stacey et al. 2003). Die 
Inhibition durch PZ3 trotz Transfektion und die Inhibition in TLR9 supplementierten HEK293-Zellen, 
die diesen Rezeptor normalerweise nicht exprimieren, schließen einen Wirkmechanismus über 
Beeinflussung der Aufnahme weiter aus.  
In kompetitiven Versuchen konnte keine Hemmung der Aufnahme von FITC-markiertem CpG-ODN 
durch PZ3-PTO in Verhältnissen beobachtet werden, bei denen eine Inhibition der TLR9-Aktivierung 
stattfand. Darüber hinaus wurden alle getesteten PTO-ODN (CpG-ODN, GC-ODN und PZ3) in 
gleichem Ausmaß aufgenommen. Auch die bei Analysen zur speziesspezifischen Motiverkennung von 
ODN durch TLR9 durchgeführten Aufnahmeuntersuchungen zeigten keinen Unterschied in der 
Aufnahme von murinen oder humanen CpG-ODN. Diese Befunde sprechen für einen 
sequenzunabhängigen Aufnahmemechanismus und schließen eine negative Beeinflussung der 
Aufnahme von CpG-ODN durch PZ3 aus.  
Die Ergebnisse weisen auf eine direkte Beeinträchtigung am Rezeptor hin, auch wenn eine direkte 
Beeinflussung von CpG-ODN durch PZ3 oder eine Behinderung der Bindung an ein Adapterprotein 
nicht ausgeschlossen werden kann. Die Ergebnisse stehen in Einklang mit Beobachtungen, dass 
andere inhibitorische ODN die TLR9/CpG-Kolokalisation beeinträchtigen (Klinman et al. 2003). Die 
Inhibition des an der Oberfläche lokalisierten TLR9N4C benötigte höhere molare Verhältnisse, was 
darauf beruhen könnte, dass im Endosom eine Ankonzentrierung relativ zur extrazellulären 
Konzentration von PZ3 stattfindet (Barton et al. 2006). Darüber hinaus ist gezeigt worden, dass die 
Bindung von CpG-ODN an TLR9 bei niedrigen pH-Werten stärker ist, sodass an der Oberfläche 
möglicherweise die für die Bindung von G-ODN optimalen pH-Bedingungen nicht erreicht werden 
(Rutz et al. 2004). Es wurde kürzlich jedoch gezeigt, dass die Affinität für CpG-ODN zumindest bei 
einem leicht sauren pH-Wert von 6,5 mit der von G-ODN vergleichbar ist (Latz et al. 2007). Dies lässt 
vermuten, dass inhibitorische ODN andere evtl. noch nicht bekannte Schritte der TLR9-Aktivierung 
beeinflussen.  
Eine Störung des intrazellulären Transportes von TLR9 und/oder der korrekten Verteilung von CpG-
ODN durch PZ3 ist möglich, als alleiniger Wirkungsmechanismus aufgrund der Hemmung des 
TLR9N4C jedoch unwahrscheinlich. Eine Beteiligung eines solchen Effektes an der Inhibition durch 
PZ3 würde allerdings die hier benötigten höheren Konzentrationen erklären. Auch ist denkbar, dass 
die kürzlich beschriebene zur TLR9-Translokation ins endolysosomale Kompartiment nötige 
Interaktion des Rezeptors mit dem Protein UNC93B1 negativ beeinflusst wird (Kim et al. 2008). Dies 
würde mit der Beobachtung, dass andere inhibitorische ODN die Kolokalisation von CpG-DNA und 
TLR9 im Lysosom inhibieren, vereinbar sein (Klinman et al. 2003). Neben einer Bindung an die 
Bindestellen für CpG-ODN könnte es auch zu einer allosterischen Bindung an andere Bereiche 
kommen, die eine korrekte Bindung der CpG-ODN nicht mehr zulässt oder eine durch CpG-ODN 
induzierte Konformationsänderung verhindert. Es wurde kürzlich beschrieben, dass die Aktivierung 
von RIG-I durch PTO-ODN gehemmt werden kann und dies in einer Bindung von PTO-ODN an RIG-I 
begründet ist (Ranjith-Kumar et al. 2008). Diese Bindung führte ebenso wie Agonisten-Bindung zu 
einer Dimerbildung, jedoch lagen die Dimere in vollkommen unterschiedlicher Konformation vor. Ein 
ähnlicher Mechansimus für PZ3 würde mit der Beobachtung konform sein, dass andere inhibitorische 
ODN durch TLR9 gebunden wurden, jedoch keine Konformationsänderung auslösten (Latz et al. 
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2007). Im Gegensatz zu RIG-I liegt hier jedoch eine Sequenzabhängigkeit vor. Das zur Hemmung 
notwendige PTO-Poly-G-Motiv könnte eine verbesserte Bindung gegenüber CpG-ODN zur Folge 
haben. 
5.2.4 Poly-G-ODN PZ3 hemmt spezifisch das TLR9-Signal 
Da es für andere untersuchte inhibitorische ODN Berichte über eine Auswirkung auch auf die 
Aktivierung weiterer TLRs gab, wurde die Spezifität des hier identifizierten und analysierten 
suppressiven ODN PZ3 genauer untersucht. Es war unter anderem berichtet worden, dass Poly-G-
ODN neben E. coli-DNA-induzierter auch PMA- und ConA- induzierte IFNγ-Sekretion in Milzzellen 
inhibieren (Halpern and Pisetsky 1995). In der hier vorliegenden Arbeit konnte eindeutig eine alleinige 
Spezifität für die TLR9-induzierte Zellaktivierung gezeigt werden.  
In den Telomeren von Säuger-DNA kommen repetitive inhibitorische Sequenzen vor ((TTAGGG)n), die 
eine CpG-induzierte Zellaktivierung hemmen können (McElligott and Wellinger 1997; Gursel et al. 
2003). Es wurde berichtet, dass synthetische PTO-ODN, bestehend aus diesen Sequenzen darüber 
hinaus Mäuse vor Endotoxin-induziertem letalen toxischen Schock schützen können (Shirota et al. 
2005). Dies war jedoch nicht durch direkte Wirkung an TLR4, sondern durch Interaktion mit STAT-
Molekülen und deren Hemmung begründet. Das Verhindern der Letalität beruhte auf der Inhibition von 
indirekt über IL12- und IFNβ-induziertem IFNγ. Wir konnten für PZ3 keine Auswirkung auf die 
LPS-induzierte Aktivierung von murinen Makrophagen beobachten. Ein solcher sekundärer STAT-
abhängiger Effekt wäre in diesen Zellen in vitro über die Messung von TNFα und NO2- jedoch auch 
nicht detektierbar. Andere Arbeitsgruppen berichteten ebenfalls keinen Einfluss auf die LPS induzierte 
Zellaktivierung durch inhibitorische ODN in vitro (Lenert et al. 2001; Leadbetter et al. 2002; Yamada et 
al. 2002).  
Auch für TLR2 und TLR3 konnte keine Beeinträchtigung durch PZ3 festgestellt werden. Für TLR2 
wurden für andere inhibitorische Sequenzen ebenfalls nur minimale Effekte beschrieben (Barrat et al. 
2005). Dahingegen wurden im Bezug auf die TLR3-Inhibition durch ODN unterschiedliche Effekte 
berichtet. So konnte für humanen TLR3 gezeigt werden, dass PTO-ODN sequenzunabhängig zu einer 
Inhibition Poly(I:C)-induzierter Aktivierung führen und dies in einer Bindung der PTO-ODN an die 
TLR3-ECD begründet ist (Ranjith-Kumar et al. 2008). In dieser zitierten Arbeit waren jedoch relativ 
hohe Konzentrationen an ODN nötig, was die Unterschiede zu den in der hier vorgelegten Arbeit 
erzielten Ergebnissen erklären kann. Für murinen TLR3 wurde berichtet, dass eine gleichzeitige 
Aktivierung von Zellen durch PTO-ODN zu einer Toleranz-vermittelten Hemmung führte, die durch das 
inhibitorische PZ3 hier jedoch nicht von Bedeutung ist (Napolitani et al. 2005; Bagchi et al. 2007). Eine 
ebenfalls sequenzunabhängige Inhibition durch PTO-ODN konnte in dieser Arbeit für die RNA-
induzierte Aktivierung von murinem TLR7 und humanem TLR8 gezeigt werden. Jedoch waren auch 
hier höhere Konzentrationen als zur Hemmung CpG-induzierter Aktivierung notwendig. Die 
Beeinflussung war allerdings nicht für die durch die Imidazoquinoline R848- oder Imiquimod-induzierte 
TLR7-Aktivierung zu beobachten. Für diese Verbindungen konnte eine Beeinflussung der TLR7-
Aktivierung durch Poly-T-ODN gezeigt werden (Gorden et al. 2006; Jurk et al. 2006). Poly-T-ODN, 
jedoch nicht Poly-G-ODN, erhöhten die Aktivierung durch Imidazoquinoline von TLR8, während sie die 
von TLR7 inhibierten. Hier lag jedoch eine klare Sequenzabhängigkeit vor. Es wurde vorgeschlagen, 
dass dieser Effekt durch eine direkte Interaktion zwischen ODN und Imidazoquinolin hervorgerufen 
wird. Die von uns beobachtete Hemmung RNA-induzierter Aktivierung durch PZ3 konnte auch in DCs 
aus TLR9-/--Mäusen hervorgerufen werden und war auch in HEK293-Zellen, welche mit humanem 
TLR8 supplementiert waren, vorhanden. Dies spricht für einen Mechanismus unabhängig von TLR9.  
   100 
  Diskussion 
Die Inhibition war vom Vorhandensein der PTO-Modifikation abhängig, was auch für die ODN-
vermittelte TLR3-Hemmung gezeigt worden war (Ranjith-Kumar et al. 2008). Kürzlich wurde darüber 
hinaus, wie oben bereits diskutiert, auch die Hemmung von RNA-induzierter RIG-I-Aktivierung 
sequenzunabhängig durch PTO-ODN berichtet (Ranjith-Kumar et al. 2008). In der vorgelegten Arbeit 
könnte ebenfalls wie für TLR3 vermutet eine Interaktion des PTO-ODN mit murinem TLR7 bzw. 
humanem TLR8, welche  eine verminderte Bindung von RNA zur Folge haben könnte, zu einer 
Hemmung führen. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass es, wie für Telomer-Sequenzen berichtet, 
zu einer Interaktion und/oder Beeinträchtigung von Adaptermolekülen, die am intrazellulären 
Signalweg beteiligten sind, kommt (Shirota et al. 2005). Auch war gezeigt worden, dass im 
Transfektionssystem das Vorhandensein von TLR9 eine negative Auswirkung auf die TLR7-Aktivität 
hervorruft (Wang et al. 2006). Dieser Befund konnte von uns in TLR9-/--BMDCs nicht bestätigt werden, 
da es in diesen Zellen zu keiner verstärkten Aktivierung durch RNA kam.  
Zusammenfassend konnte eine spezifische Hemmung der TLR9-Aktivierung durch das inhibitorische 
G-ODN PZ3 gezeigt werden. Von der Hemmung durch hierzu notwendigen Konzentrationen war kein 
anderer TLR betroffen, auch nicht die ebenfalls endosomal lokalisierten TLR3 und TLR7, auch wenn 
für TLR7 in hohen PZ3 Konzentrationen eine sequenzunabhängige leichte Hemmung beobachtet 
werden konnte. Dies ist für einen möglichen Einsatz bei Autoimmunkrankheiten wie SLE und 
Rheumatoider Arthritis (RA) von großem Nutzen, da so andere erwünschte Immunreaktionen 
unbeeinflusst bleiben und die erhöhte Gefahr von Infektionen durch eine Immunsuppression 
vermieden wird. Darüber hinaus ist bekannt, dass die Gabe von CpG-ODN die Lupus-Symptome bei 
Mäusen verschlechtert (Anders et al. 2004) und Chloroquin, welches die Ansäuerung des Lysosoms 
und somit eine Aktivierung von TLR7 und TLR9 hemmt, führt zu einer Verbesserung der Symptome 
bei SLE und RA (1991; Furst et al. 1999).  
Für andere bereits beschriebenen ODN konnte gezeigt werden, dass diese die Hemmung von 
murinen Lupus B-Zellen durch CpG-ODN inhibieren (Zeuner et al. 2002). Auch die Verbesserung der 
klinischen Symptome und ein verzögertes Einsetzen der Krankheit konnte in Lupus-anfälligen 
NZB/NZW-Mäusen durch die Gabe inhibitorischer ODN erzielt werden (Dong et al. 2005). Auch wurde 
beschrieben, dass eine Hemmung der TLR9-Aktivierung durch suppressive ODN zu einer 
Verbesserung der klinischen Symptome in einem Modell von CpG-induzierter Arthritis führte und auch 
in Kollagen-induzierter Arthritis zu positiven Effekten führte (Zeuner et al. 2002; Dong et al. 2005). 
Auch könnte eine weitere Ausbreitung des Antigenspektrums eventuell verhindert werden. 
Autoreaktive B-Zellen, welche den Fc-Teil von eigenen Antikörpern erkennen (Rheumafaktor positive 
(RF+) B-Zellen), wurden bei Bindung und Internalisierung von DNA-haltigen Immunkomplexen aktiviert 
und könnten so zur Epitoperweiterung beitragen (Leadbetter et al. 2002). Dies ist über eine 
gleichzeitige Stimulation des B-Zellrezeptors und TLR9 möglich.  
Auch bei anderen Autoimmunkrankheiten, wie bei Rheumatoider Arthritis und beim Sjögren-Syndrom, 
kommen autonukleäre Antikörper vor, für die eine Aktivierung von B-Zellen durch Internalisierung 
CpG-haltiger Sequenzen ins Endosom und dortiger Stimulation von TLR9, denkbar wäre. Neben SLE 
tragen auch bei Psoriasis und Dermatomyositis erhöhte Typ-I-Interferonspiegel zur Pathologie der 
Krankheiten bei, sodass auch hier eine Hemmung von TLR9 in pDCs von Vorteil sein könnte 
(Greenberg et al. 2005; Nestle et al. 2005). Eine weitere mögliche Anwendung von inhibitorischen 
ODN wäre die Hemmung von Entzündungsreaktionen beim Einsatz von Plasmidvektoren in der 
Gentherapie. Dies könnte durch gleichzeitige Gabe oder durch Einbau inhibitorischer Sequenzen in 
die Plasmide erfolgen. In Kooperation konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das 
untersuchte PZ3 in Mäusen auch in vivo die inhibierende Wirkung aufwies (Peter et al. 2008). PZ3 
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verhinderte die CpG- und bakterielle-DNA-induzierte Letalität in einem Schockmodell, was mit 
verminderten IL12p40- und TNFα-Serumkonzentrationen einherging. Es konnte jedoch kein Effekt auf 
LPS- oder SEB-induzierte Letalität beobachtet werden, was die Spezifität der Hemmung auch in vivo 
bestätigte. Die hohe Spezifität von PZ3 für TLR9 und die Wirkung bei niedrigen molaren 
Konzentrationen macht dieses inhibitorische ODN zu einem vielversprechenden Kandidaten für den 
Einsatz bei Autoimmunkrankheiten und Sepsis. 
5.3 Speziesspezifische Sequenzerkennung durch murinen und humanen 
 TLR9 
Schon bevor bekannt war, dass die immunstimulatorischen Effekte, welche durch CpG-haltige DNA 
hervorgerufen werden, durch TLR9 vermittelt werden, zeigte sich, dass humane und murine Zellen 
durch ODN mit leicht unterschiedlichen Sequenzen optimal stimuliert werden können (Krieg et al. 
1995; Stacey et al. 1996). Nachdem mit Hilfe von Zellen aus Knockout-Mäusen TLR9 als Rezeptor für 
CpG-haltige DNA und CpG-ODN identifiziert werden konnte, zeigten Transfektionsstudien, dass die 
speziesspezifische Sequenzerkennung von CpG-ODN durch TLR9 selbst vermittelt wird (Bauer et al. 
2001; Takeshita et al. 2001; Chuang et al. 2002).  
 
Tabelle 5-1 Speziesspezifische Erkennung von PTO-ODN und PO-ODN durch TLR9 
 
A 
 - DOTAP + DOTAP 
CpG-PTO-ODN human murin human murin 
RAW264.7 TNFα - +++ ++ +++ 
PBMCs IFNα - - ++ + 
 IL6 ++ + +++ +++ 
 
B 
CpG-PTO-ODN human murin 
HEK-hTLR9 NFκB +++ - 
HEK-mTLR9 NFκB + +++ 
HEK-hTLR9N4C NFκB - - 
HEK-mTLR9N4C NFκB +++ +++  
C 
 - DOTAP + DOTAP 





RAW264.7 TNFα (+) (+) ++ ++ ++ +++ 
PBMCs IFNα - - n.d. n.d. ++ ++ 
 IL6 - - n.d. n.d. ++ ++  
 
Angegeben ist die Aktivierbarkeit verschiedener Zelltypen durch optimale murine und humane CpG-ODN +: leichte 
Stimulation bis +++: sehr starke Stimulation des gemessenen Aktivierungsparameters; -: keine Aktivierung; n.d.: nicht 
gemessen 
 
Die humane Zelllinie HEK293 zeigte nach Transfektion  mit humanem TLR9 eine optimale Stimulation 
mit ODN, welche das Motiv GTCGTT in mehreren Kopien enthielten. Bei Transfektion mit murinem 
TLR9 lag eine Präferenz in der Erkennung des murinen Motivs GACGTT vor. In den genannten 
Untersuchungen wurden jedoch ausschließlich Phosphothioat-modifizierte ODN verwendet. In der hier 
vorliegenden Arbeit konnte für die murine Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 gezeigt werden, dass die 
Erkennung von CpG-ODN in ihrer natürlichen PO-Form unabhängig von einer Präferenz für 
beschriebene optimale humane oder murine Sequenzen erfolgt. Dies war unabhängig vom Einsatz 
des Transfektionsreagenz DOTAP oder von dem Anhängen eines 3’-Poly-G-Motivs, welches die 
Aufnahme der ODN steigert. (s. auch Tabelle 5-1). Für PTO-ODN war eine speziesspezifische 
Erkennung zu beobachten, die jedoch durch den Einsatz von DOTAP deutlich abgeschwächt wurde 
(s. Tabelle 5-1A). Für PO-ODN war im Verlauf der Anfertigung dieser Arbeit bereits von einer anderen 
Arbeitsgruppen eine von der Spezies unabhängige Erkennung von CpG-ODN berichtete worden 
(Roberts et al. 2005). Diese konnte hier bestätigt werden. Der Unterschied zu PTO-ODN liegt im 
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Vorhandensein eines im Vergleich zum Sauerstoff größeren Schwefelatoms, was die möglichen 
Konformationen des ODN einschränken kann. Dies wiederum kann dazu führen, dass gewisse Basen 
schlechter in Bindestellen von TLR9 passen und die Sequenzanforderungen für PTO-ODN stringenter 
sind. Dies wird von der Beobachtung bestätigt, dass einige PO-ODN bei gleicher Sequenz in PTO-
Form inaktiv sind (Hartmann and Krieg 2000).  
Die niedrigere Aktivität des suboptimalen Motivs kann durch geringere Affinität gegenüber TLR9 oder 
durch Konformationen des gebundenen ODN, welche für die Aktivierung des Rezeptors nicht optimal 
sind, begründet sein. Diese Theorie erklärt jedoch nicht, warum es bei Transfektion der PTO-ODN zu 
einer verminderten Speziesspezifität in der Motiverkennung kommt. Dies war auch bei humanen 
PBMCs der Fall. Die Komplexierung mit DOTAP erhöht die Aufnahme von PTO-ODN auch wenn dies 
nicht zu einer gesteigerten Aktivität des ohnehin schon optimalen Motivs führt. Es ist jedoch möglich, 
dass im Falle nicht optimaler Sequenzmotive die schlechtere Aktivierbarkeit durch erhöhte 
endosomale Konzentrationen teilweise ausgeglichen werden kann. Der chimäre Rezeptor TLR9N4C, 
welcher sich aus der ECD des mTLR9 und der TM- und TIR-Domäne des mTLR4 zusammensetzt, 
lokalisiert an der Zelloberfläche (Barton et al. 2006). Bei Transfektion von humanen Zellen mit diesem 
Konstrukt kam es interessanterweise ebenfalls zu einem Verlust der speziesspezifischen Erkennung 
von PTO-ODN (s. Tabelle 1-1B). Auch hier können möglicherweise erhöhte Konzentrationen am 
Rezeptor zu einer Aktivierung durch das suboptimale humane Sequenzmotiv führen. Darüber hinaus 
können hier die im Vergleich zum Endosom höheren pH-Werte einen Einfluss auf die Aktivierbarkeit 
von TLR9 auswirken. Ein Einfluss der veränderten TIR-Domäne scheint unwahrscheinlich, da dieser 
bisher bei keinem TLR eine Funktion bei der Ligandenbindung zugeschrieben werden konnte. 
Zusammenfassend zeigen die Befunde, dass die speziesspezifische Erkennung von CpG-ODN nur für 
PTO-ODN gilt, auch wenn sie hier unter bestimmten Bedingungen abgeschwächt sein kann. Deshalb 
spielt die Speziesspezifität für die Erkennung des natürlichen Liganden bakterielle DNA bei TLR9 in 
vivo, z. B. bei der Antwort auf  mikrobielle Infektionen oder bei Autoimmunreaktionen, bei denen TLR9 
beteiligt ist keine Rolle. 
5.4 Einfluss von ODN-Strukturen auf die TLR9-Aktivität 
Zur Untersuchung der Struktur und der Sequenz, welche für die Erkennung von CpG-DNA durch 
TLR9 notwendig bzw. optimal sind werden synthetische Oligodesoxynukleotide verwendet. Für diese 
Analysen werden meist Phosphothiaoat-modifizierte ODN verwendet, da diese Nuklease-resistenter 
sind und besser von Zellen aufgenommen werden, wodurch sie eine höhere Aktivität gegenüber TLR9 
aufweisen.  
In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigte sich, dass durch das Anfügen eines 3’-Poly-G-Motivs  die 
Aufnahme und dadurch auch die immunstimulatorische Wirkung von PO-ODN verbessert werden 
kann (Dalpke et al. 2002; Bartz et al. 2004). Darüber hinaus zeigten Vorbefunde, dass für die 
Erkennung von CpG-ODN durch TLR9 ein freier 5’-Terminus essentiell ist (Yu et al. 2000; Kandimalla 
et al. 2003; Narayanan et al. 2003). Sperrige Reste am 5’-Terminus führten zu einem Aktivitätsverlust 
von CpG-ODN, wohingegen die gleichen Modifikationen am 3’-Terminus meist toleriert wurden. 
Darüber hinaus gab es Vorbefunde, dass CpG-ODN als partielle intermolekulare Duplexstruktur 
erkannt werden (Yu et al. 2000; Kandimalla et al. 2003; Narayanan et al. 2003).  
In dieser Arbeit sollte analysiert werden, ob Modifikationen und Sequenzen, welche die Bildung von 
intra- bzw. intermolekularen Duplexstrukturen favorisieren zu einer verbesserten Aktivität von 
CpG-ODN führen. Des Weiteren sollte die Auswirkung des Vorhandenseins mehrerer freier 5’-Termini 
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auf die immunstimulatorischen Eigenschaften von CpG-ODN analysiert werden. Hierzu wurden ODN 
aus drei verschiedenen Klassen untersucht: 1. ODN, welche sich durch Hexaethylenglykolinker  und 
rückfaltende selbstkomplementäre Sequenzen auszeichneten, die eine intermolekulare Duplexbildung 
favorisieren; 2. ODN, welche strukturell so verändert wurden, dass sie mehrere freie 5’-Termini 
aufwiesen und 3. ODN, welche durch komplementäre Sequenzen innerhalb eines ODN zur 
Multimerisierung befähigt waren.  
Um den Einfluss weiterer freier 5’-Termini zu untersuchen, wurden ODN mit zwei bzw. drei freien 5’- 
Termini synthetisiert. Hierzu wurden die 5’-Arme durch einen symmetrischen Phosphoramidit-Trimer- 
bzw. Phosphoramidit-Dimer-Spacer kovalent mit dem 3’-Arm verbunden. Diese ODN zeigten keine 
gute immunstimulatorische Wirkung. Dies kann jedoch auch durch das Fehlen eines Poly-G-Motives 
begründet sein, da die ODN in ihrer natürlichen Phosphodiesterform synthetisiert wurden und somit 
schlecht von Zellen internalisiert werden (Zhao et al. 1993; Sester et al. 2000). Um diesen Aspekt 
genauer zu untersuchen, müssten solche ODN mit 3’-Poly-G-Motiven synthetisiert werden. Das 
Einfügen eines asymmetrischen 5’-Arms durch ein modifiziertes Methylcystidin-Posphoramidit 
induzierte im Vergleich zum Kontroll-ODN ebenfalls keine Aktivitätssteigerung.  
Die zur Multimerisierung fähigen ODN  zeichneten sich durch das Vorhandensein einer Aminogruppe 
am 5’-Terminus aus. Frühere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass dies zu einer 
gesteigerten Aktivität von CpG-PO-ODN führen kann (Narayanan et al. 2003). Die hier untersuchten 
ODN zeigte teilweise eine gute immunstimulatorische Wirkung, die in hohen Konzentrationen mit der 
des typischen B-Typ-ODN 1668-PTO vergleichbar war. Die Aktivität war in diesen Zellen jedoch 
unabhängig vom Vorhandensein der 5’-Aminogruppe. Es ist bekannt, dass die Fähigkeit höher 
geordnete Strukturen auszubilden, für die Eigenschaft von A-Typ-ODN in pDCs IFNα zu induzieren 
essentiell ist (Honda et al. 2005; Kerkmann et al. 2005; Guiducci et al. 2006). So konnte gezeigt 
werden, dass A-Typ-ODN über in diesen ODN vorhandene Poly-G-Motive über die Formation von G-
Tetraden tertiäre Strukturen ausbilden. Rasterkraftmikroskopie zeigte, dass die aus Nukleinsäuren 
bestehenden Nanopartikel von mit Viren vergleichbarer Größe waren. B-Typ-ODN sind normalerweise 
nicht in der Lage in pDCs IFNα zu induzieren. Durch die Kopplung von B-Typ-ODN an Polystyren-
Nanopartikel ähnlicher Größe, konnte jedoch eine IFNα-Sekretion induziert werden (Kerkmann et al. 
2005). Die hier analysierten potentiell multimerisierenden ODN waren nicht zu einer IFNα-Induktion in 
pDCs fähig. Interessanterweise waren die beiden in diesem Bezug getesteten ODN jedoch die 
einzigen der hier analysierten ODN, welche in der PO-Form in der Lage waren, in PBMCs IL6 zu 
induzieren. Dies war abhängig von der 5’-Aminomodifikation. Darüber hinaus führte das 
Vorhandensein eines 3’-Poly-G-Motivs zu einer erhöhten IL6-Sekretion. In PBMCs wird TLR9 von B-
Zellen und DCs exprimiert (Kadowaki et al. 2001; Hornung et al. 2002). IL6 wird daher TLR9-abhängig 
höchstwahrscheinlich von B-Zellen sezerniert. Somit könnten die hier beschriebenen 
multimerisierenden ODN mit Aminomodifikation spezifisch für die Aktivierung dieser Zellen eingesetzt 
werden. Bisher sind keine PO-ODN beschrieben, welche in den hier eingesetzten Konzentrationen 
eine starke IL6-Sekretion induzieren. Es muss jedoch noch anhand aufgereinigter Zellpopulationen 
oder mit Hilfe intrazellulärer Zytokinfärbung und FACS-Analysen analysiert werden, von welchen 
Zellen IL6 tatsächlich sezerniert wird. Des Weiteren bleibt zu klären, ob die ODN tatsächlich als 
Multimere vorliegen oder ob Modifikationen im komplementären Bereich, welche eine Duplexbildung 
verhindern, zu einer Hemmung der Aktivität dieser ODN führen. 
Das PO-ODN SB-PO, welches sich von dem typischen B-Typ ODN 1668 durch das Anfügen eines 
Poly-G-Motivs ableitet, zeigt eine in hohe Konzentrationen mit 1668-PTO vergleichbare Aktivität, weist 
jedoch eine höhere halbmaximale Konzentration auf (Dalpke et al. 2002; Narayanan et al. 2003). Die 
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hier untersuchten ODN, welche Duplexstrukturen fördernde Linker beinhalteten und sich von SB-PO 
ableiteten, zeigten alle vergleichbare Aktivität zu SB-PO. Dies war unabhängig von der Länge des sich 
rückfaltenden Bereichs und der Lokalisation des Linkers im Bereich des 5’- oder 3’-Terminus. Es ist 
jedoch anzumerken, dass alle diese ODN genauso wie die zur Multimerisierung fähigen ODN 
weiterhin über das selbstkomplementäre Kernmotiv GACGTT Duplexstrukturen ausbilden können.  
Untersuchungen zur Aktivität von ODN mit unterschiedlicher Struktur zeigten, dass vollständig 
komplementäre CpG-ODN-Stränge keine Aktivität mehr aufwiesen (Tokunaga et al. 1992; Zelenay et 
al. 2003). Daraus wurde geschlossen, dass CpG-ODN einzelsträngig vorliegen müssen, um 
immunstimulatorische Eigenschaften aufzuweisen. Diese Annahme beruhte hauptsächlich auf 
Versuchen, bei denen die Aktivität  von ODN alleine mit der von normalerweise stimulativen 
Sequenzen in Duplexform oder vollkomplementären DNA-Strängen verglichen wurde (Rutz et al. 
2004).  
Bei Biomakromolekülen wie Proteinen und Nukleinsäuren beeinflusst die Faltung in Sekundär- und 
Tertiärstrukten oder Quartärstrukturen die Erkennung stark oder determiniert diese sogar. Die 
Selektivität der Bindung einer solchen 3D-Struktur ist generell leichter zu erreichen als bei einer 
flexiblen Struktur, da der Entropieverlust durch die Komplexbildung geringer ist. Auch andere 
funktionelle ODN moderater Länge, wie z.B. tRNA werden von Enzymen in gefaltetem Zustand und 
nicht einzelsträngig erkannt (Arnez and Steitz 1996). Darüber hinaus gibt es wenige Proteine, von 
denen bekannt ist, dass sie ssDNA sequenzspezifisch binden, wohingegen eine Vielzahl von 
Proteinen, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, DNA-Duplexe in dieser Art und Weise binden (Clarke and 
Berg 1998). Somit scheint die selektive Erkennung einer gefalteten Duplexstruktur durch TLR9 
wahrscheinlicher als die eines vollkommen unstrukturierten willkürlich gefalteten ODN. Das im 
Kernmotiv entscheidende CG-Dinukleotid bildet von allen 16 möglichen Dinukleotiden das stabilste 
Dimer (Saenger 1984). Bakterielle DNA unterscheidet sich von eukaryoter durch Methylierungen an 
der 5’-Position des Cytosins. Diese sind in der großen Furche der DNA lokalisiert sind, wo die 
sequenzspezifische Erkennung von DNA durch Proteine stattfindet (Choo and Klug 1997). Auch wenn 
ein einzelnes Dinukleotid nicht in der Lage ist eine Duplexbildung zu stabilisieren, so sollte sie diese 
jedoch favorisieren. Im optimalen humanen Motiv kommen mehrere CG-Dinukleotide vor, was 
zusammen zu einer ausreichenden Duplexstruktur führen kann (Krieg et al. 1995; Hartmann and Krieg 
2000; Bauer et al. 2001). Systematische Studien im murinen, primaten und humanen System zeigten, 
dass duplexbildende Sequenzen für die Interferoninduktion notwendig waren (Kandimalla et al. 2005). 
Darüber hinaus induzierten stabile sekundäre Strukturen die höchsten IFN-Spiegel.   
Mit Hilfe von 1D und 2D 1H-NMR-Analysen wurde eine niedrig auflösende Struktur des Hexamers 
3’-GACGTT-5’, welches das Kernmotiv der in dieser Arbeit analysierten ODN darstellt, berechnet (He 
et al. 2007). Diese zeigte eindeutig, dass das Kernmotiv als Duplexstruktur vorliegt, welche am Ende 
eine wobble-Basenpaarung aufweist. Auch die in der vorliegenden Arbeit analysierten 1668-PO-
Derivaten verschiedener Länge (20-mer, 14-mer und 10-mer)  liegt das Kernmotiv mit allergrößter 
Wahrscheinlichkeit in Duplexform vor, wofür ebenfalls NMR-Studien, welche für alle diese ODN 
durchgeführt wurden, sprechen (He et al. 2007). Die konzentrationsabhängige Hyperchromizität der 
ODN spricht darüber hinaus für die Ausbildung intermolekularer Duplexe. Zuvor waren lediglich 
intramolekulare Haarnadelfaltungen vorgeschlagen (Wu et al. 2004). Weiterhin zeigten die NMR-
Studien, dass sowohl  der 5’-Terminus als auch der 3’-Terminus des 20-mer 1668-PO an 
Komplexbildungen beteiligt sind. Die Ausbildung solcher Strukturen wäre bei vollständig 
komplementärer DNA, welche einen Watson-Crick-Duplex bildet nicht mehr möglich.  
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Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass Strukturen, welche partiell als Duplex vorliegen, 
jedoch nicht komplett doppelsträngig vorliegen, für die Erkennung durch TLR9 von Vorteil  zu sein 
scheinen. Die Selektivität der Erkennung kann durch Kombination der Erkennung zweier Strukturen 
erhöht werden. Diese beiden Merkmale können durch den Methylstatus von Cytosinen in der großen 
Furche der DNA und von ungewöhnlichen Strukturen, die durch die Enden der DNA/des ODN gebildet 
werden, repräsentiert sein. TLR9 erkennt als natürlichen Liganden bakterielle DNA, welche initial 
doppelsträngig vorliegt. Nach Endozytose kommt es durch lysosomale Enzyme wahrscheinlich zur 
Degradation in kürzere Fragmente. Ein hohes Vorkommen von CG-Motiven in bakterieller DNA macht 
die Bildung von Homo- und Heteroduplexen möglich. Die lokale Konzentration der bakteriellen oder 
synthetischen DNA-Fragmente im Endosom ist nicht bekannt, es ist jedoch anzunehmen, dass diese 
hoch genug für eine Duplexbildung ist. Alle hier untersuchten ODN, welche eine hohe Aktivität 
zeigten, waren in der Lage über das Kernmotiv 5’-GACGTT-3’ intermolekulare Duplexe auszubilden. 
Zwar zeigte das Einfügen von Linkern, welche die Ausbildung intramolekularer Duplexstrukturen 
fördert keine weitere Aktivitätssteigerung, es kam jedoch auch nicht zu einem Abfall der Aktivität. Die 
NMR-Analysen unserer Kooperationspartner zeigten, dass das ODN 1668-PO im Bereich des 
Kernmotivs als Duplexstruktur vorlag und es auch außerhalb von diesem zur Ausbildung von 
Strukturen kam, wobei hier jedoch keine einfache Watson-Crick-Basenpaarung vorlag. Die Erkennung 
von ungewöhnlichen dreidimensionalen Strukturen vergrößert die mögliche strukturelle Vielfalt und 
kann so zu einer verbesserten Unterscheidung zwischen „selbst“ und „fremd“ führen.  
5.5 Modell der TLR9-Aktivierung 
Die in 5.1 bis 5.4 diskutierten Ergebnisse führen zu folgendem Modell der TLR9-Aktivierung: Im Falle 
von TLR9 kommen höchst wahrscheinlich, wie ähnlich für TLR3 publiziert, zwei Bindungsstellen vor, 
wovon eine N-terminal gelegene in dieser Arbeit beschrieben wurde (Liu et al. 2008; Pirher et al. 
2008). Hier konnte klar die Rolle eines positiv geladenen Bereichs aus Resten aus LRR-NT und LRR1 
in der Rezeptorfunktion gezeigt werden, da hier bereits die Substitution einzelner Aminosäuren zu 
einem Funktionsverlust des Rezeptors führten. Auch die Rolle der Insertionen in LRR2, LRR5 und 
LRR8 bei der korrekten Rezeptorfunktion ist wahrscheinlich, wobei hier zu klären bleibt, ob strukturelle 
Einflüsse zu der Fehlfunktion führen, da größere Proteinbereiche deletiert wurden, auch wenn dies 
keine großen Auswirkungen auf die Bildung der LRR-Konsensus-Struktur haben sollte. Darüber 
hinaus ist eine weiter C-terminal gelegene Bindungsstelle wahrscheinlich.  
Im Falle von TLR3 konnte die C-terminale Bindestelle im Bereich von LRR20 identifiziert werden und 
besonders den Resten H539 und N541 konnte eine Interaktion mit der RNA zugeschrieben werden. 
Es ist wahrscheinlich, dass auch für TLR9 eine noch nicht identifizierte Bindungsstelle im C-terminalen 
Bereich vorliegt.  
 Für TLR3 wurde vor allem eine Bindung des Riboserückgrates gezeigt. Die Basen waren an der 
Vermittlung der Ligandenbindung an die ECD nicht beteiligt. Auch für TLR9 wäre eine solche 
sequenzunabhängige Bindung für DNA-Moleküle möglich. Eine Beteiligung von positive geladenen 
Aminosäuren an der Aktivierung spricht für eine solche Bindung des negativ geladenen DNA-
Rückgrates. Auch andere Publikationen, die eine sequenzunabhängige Bindung von ODN an die 
TLR9-ECD zeigen, unterstützen ein solches Modell. Es ist aus den unter 5.4 beschriebenen Gründen 
wahrscheinlich, dass das gebundene ODN,  zumindest im Falle einer Aktivierung, in partieller 
Duplexform mit freiliegendem 5’-Terminus vorliegt  und C- und N-Terminus überbrückt. TLR9 zeigt 
jedoch im Gegensatz zu TLR3 eine Sequenzabhängigkeit der Aktivierung durch den 
Nukleinsäureliganden (Krieg et al. 1995; Alexopoulou et al. 2001; Heil et al. 2004). Diese könnte durch 
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eine von der TLR9-ECD im Homologiemodell herausragenden Struktur, welche durch die Insertion in 
LRR8 gebildet wird vermittelt werden. Hier kommt wie oben beschrieben ein Sequenzmotiv vor, 
welchem in einem anderen  Protein eine Rolle bei der direkten Bindung unmethylierter CpG-Motive in 
DNA zugeschrieben werden konnte und dessen Mutation zum Funktionsverlust von TLR9 führte (Lee 
et al. 2001). Die Erkennung des CpG-Motives und somit die Bindung des Rezeptors an das Motiv 
könnte dann zu der beschriebenen Konformationsänderung innerhalb der ECD führen, die in einer 
Verringerung des Durchmessers resultiert und die Approximation der TIR-Domänen induziert.  
Der Abstand zwischen N- und C-Teminus der TLR9-ECD wurde mittels fluorescence resonance 
energy transfer (FRET) bestimmt und betrug ca. 78 Å (Latz et al. 2007). Die TLR3-ECD zeigte einen 
inneren und äußeren Diameter von 42 bzw. 90 Å (Bell et al. 2005). Der Abstand der beiden 
identifizierten Bindungsstellen betrug 50 Å, was zwei Windungen eines RNA-Doppelstrangs entspricht 
(Liu et al. 2008; Pirher et al. 2008). Da die genaue Konformation der CpG-ODN bzw. CpG-haltiger 
DNA im Endosom nicht bekannt ist, lässt sich schwer der Höchstabstand zweier Bindungsstellen 
berechnen.  Ein CpG-haltiger Decamer zeigte bei Transfektion eindeutig eine TLR9-Aktivierung. Die 
größtmögliche Länge beträgt 66 Å, da der Abstand zwischen 2 Phophatgruppen in ODN höchstens 
6,6 Å betragen kann. Dies lässt die Verbindung zweier C- bzw. N-terminal gelegener Bindestellen 
theoretisch zu.  
A B 
 
Abbildung 5-2 Modell der TLR9-Aktivierung 
TLR9 liegt wahrscheinlich auch in inaktivem Zustand als präformiertes Dimer vor (A). Die sequenzunabhängige Bindung 
eines ODN löst keine Aktivierung aus. Die Interaktion mit dem Liganden involviert Bereiche aus den iregulären 
LRRs 2 und 5 und einen weiteren N-terminal gelegenen positiv geladenen Bereich. Die Bindung eines CpG-haltigen ODN 
führt zu einer Erkennung des CpG-Motivs, eventuell durch die Insertion in LRR8, welche aus der ECD hervorragt (B). Dies 
wiederum induziert eine Konformationsänderung der ECD, welche in einer Approximation der TIR-Domänen und somit in 
einer Signalweiterleitung resultiert. Die Erkennung des CpG-Motivs erfolgt wahrscheinlich als Duplexstruktur. Auch die 
Bindung eines einzelnen CpG-ODN-Duplexes von beiden ECDs eines Dimers ist denkbar. Dunkler markiert sind ireguläre 
LRRs. 
 
Die NMR-Studien zeigten jedoch, dass das Kernmotiv als Duplex vorliegt, was zu einer Verkürzung 
führen würde. Darüber hinaus zeigten auch die restlichen Bereiche sowohl im Decamer als auch im 
üblicherweise zur TLR9 Stimulation verwendeten 20-mer 1668 die Ausbildung von höheren Strukturen 
und eine Rückfaltung der Enden zum Kernmotiv wurde vorgeschlagen (He et al. 2007).  
Somit ist es wahrscheinlich, dass das CpG-ODN als Duplex die ECD überspannt. Da das CpG-Motiv 
nicht genau in der Mitte des ODN liegt, würde dies zu einer Verlängerung des ODN-Komplexes 
führen. Es ist sowohl möglich, dass ein ODN-Duplex beide ECDs eines Dimers überbrückt, als auch 
dass pro ECD jeweils ein ODN gebunden wird. Der dominant negative Effekt der Mutanten, welche 
keine Ligandenbindung mehr aufwiesen, deutet jedoch darauf hin, dass zu einer Aktivierung des TLR9 
eine Bindung an beide ECDs des Dimers essentiell ist.  
Auch die Induktion einer Zugänglichkeit von Schnittstellen für im Lysosom vorkommende Proteasen 
durch die Konformationsänderung ist denkbar. Dies würde jedoch  nicht erklären, warum auch in 
unstimuliertem Zustand Spaltprodukte auftreten. Dies könnte ein durch Überexpression induzierter 
Effekt sein. Ob die Spaltung der TLR9-ECD eine Rolle bei der Aktivierung oder bei der Inaktivierung 
des TLR9-Signals spielt, bleibt zu klären. 
   107 
  Diskussion 
5.6 Ausblick 
Die oben diskutierten Ergebnisse führen zu folgenden weiterführenden Versuchsansätzen: Es sollte 
endgültig bestätigt werden, dass die hier identifizierten Bindestellen in der TLR9-ECD tatsächlich an 
einer Interaktion mit der DNA involviert sind. Dies könnte mit der Methode des reversible crosslinking 
peptide fingerprinting (RC-PF) erfolgen. Hier würde ein CpG-ODN über eine 3’-Amino-Modifikation 
fest an N-hydroxysuccinimid-Sepharose gekoppelt werden. Diese könnte mit Lysaten aus TLR9-
transfizierten Zellen inkubiert werden und über Formaldehyd kreuzvernetzt werden. Nach einem 
Trypsinverdau könnten durch Reversion der Kreuzvernetzungen die Peptidfragmente gewonnen und 
mittels MALDI-ToF analysiert werden. So könnten die mit Mutationsstudien gewonnenen Ergebnisse 
bestätigt werden. Außerdem könnten somit eventuell Bereiche, die in die Sequenzerkennung involviert 
sind identifiziert werden, indem die Spektren der Peptide verglichen werden könnten, welche mit CpG- 
und Nicht-CpG-haltigen Sequenzen vernetzt werden. In einem ähnlichen Ansatz wurden Bereiche von 
RIG-I identifiziert, welche in die antagonistische Bindung von 2006-PTO involviert sind (Ranjith-Kumar 
et al. 2008).  
Des Weiteren könnte mit dieser Methode analysiert werden, ob das in der vorliegenden Arbeit 
charakterisierte inhibitorische ODN PZ3 an die gleichen Stellen bindet wie stimulatorische DNA. Für 
diese Arbeiten wäre das Vorliegen der TLR9-ECD in aufgereinigter Form von Vorteil, da diese durch 
das Fehlen der Transmembrandomäne besser löslich ist und darüber hinaus keine 
Membranrückstände die Bindung beeinflussen würden. Es bleibt jedoch zu bedenken, dass hierdurch 
die Bindungskinetik beeinflusst werden kann, da eine eventuell vorliegende Vorausrichtung zweier 
ECD zueinander durch die Verankerung in der Membran nicht mehr vorhanden sein würde.  
Um die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen TLR9/TLR7-Chimäre hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit 
durch den natürlichen TLR7-Liganden ssRNA zu untersuchen zu können, sollte ein System etabliert 
werden, indem es möglich ist, TLR7 transfizierte Zellen mit ssRNA zu aktiveren. 
Ein weiterer Schritt wäre die Identifizierung der in Westenblotanalysen von TLR9 und von den in 
dieser Arbeit analysierten Mutanten aufgetretenen zweiten Bande. Die Annahme, dass es sich hierbei 
um ein kürzlich von zwei Arbeitsgruppen beschriebenes C-terminales Spaltprodukt von TLR9 handelt 
sollte verifiziert werden. Dies kann durch eine Aufreinigung über eine HIS-Markierung und nach 
Auftrennung mittels SDS-Page und Isolierung der entsprechenden Bande über eine nachfolgende 
Identifizierung mittels Massenspektroskopie erfolgen. Die entsprechende Umklonierung des TLR9-HA 
wurde bereits durchgeführt.  
Zur Wirkungsweise des inhibitorischen ODN PZ3 wäre neben der oben beschriebenen Untersuchung 
der Bindungsstellen innerhalb der ECD von TLR9 zu untersuchen, ob PZ3 zu einer Verhinderung der 
Kolokalisation von TLR9 und CpG-ODN im Endosom führt. Dies könnte mit fluoreszenzmarkierten 
ODN und konfokaler Mikroskopie analysiert werden. Auch wäre von Interesse die in vitro festgestellte 
hohe Effizienz dieser ODN in murinen in vivo Modellen von Autoimmunkrankheiten, wie den Lupus-
anfälligen NZB/NZW- oder MRL/lpr-Mäusen zu untersuchen.  
Für die beschriebenen wahrscheinlich multimerisierenden ODN ist weiterhin zu bestätigen, dass diese 
unter Versuchsbedingungen tatsächlich in Form von Multimeren vorliegen. Dies kann zum einen 
indirekt über den Einfluss von Modifikationen, z.B. N-Methylierung des Thymidins an der 3’-Position,  
welche mit der Ausbildung einer Basenpaarung interferiert, geschehen. Zum anderen könnten die 
Moleküle direkt mittels Rasterkraftmikroskopie visualisiert werden und so die vorliegenden Strukturen 
untersucht werden. Ähnliches wurde bei der Analyse der Struktur von A-Typ-ODN durchgeführt 
(Kerkmann et al. 2005).  
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